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Les sciences sont faites par addition; 
car il n’est pas possible que le méme 
homme commence et achéve. 

(Guy DE CHAULIAC, 1363.) 


I. — MInieu DE CULTURE. 


Malgré les modifications apportées, pendant ces dix der- 
niéres années, aux milieux de culture destinés a la production 
de la toxine diphtérique, nous ne devons pas oublier que 
depuis 1897 jusqu’en 1929, en France tout au moins, c’est le 
milieu décrit par L. Martin qui fut employé pendant toute cette 
période [4] : il était constitué par un mélange, a parties égales, 
des produits de l’hydrolyse pepsique des panses de porc d’une 
durée de quatorze heures et de macération de viande fermentée 
a l’étuve. 

C’est avec la toxine diphtérique préparée sur ce milieu que 


(1) Résumé communiqué, le 28 octobre 1938, au It Congrés des 
Microbiologistes de Langue Frangaise, a Paris. 
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G. Ramon a étudié tout d’abord le phénoméne de la flocula- 
tion dans les mélanges de toxine et d’antitoxine diphtériques 
et mis au point cette méthode physique d’essai des toxines et 
des sérums qui ne cesse de rendre les plus grands services en 
libérant l’expérimentateur des essais sur l’animal et, par la 
suite, l’atténuation de Ja toxine par le formol et la chaleur qui 
devait aboutir & la préparation de l’anatoxine diphtérique, 
universellement employée comme vaccin antidiphtérique. 

Les modifications apportées a la préparation du bouillon 
Martin ou bouillon fermenté et une vue d’ensemble de la 
valeur de la toxine obtenue sur ce milieu de 1904 a 1935, 
feront l’objet de la premiére partie de 1]’étude du milieu de 
culture. 


* 
* ok 


La dose minima mortelle de la toxine diphtérigue préparée 
sur le bouillon Martin, qui était en 1904-1906, de 0,01 a 0,005 
(4/200°), parfois de 0,0080 ou de 0,0028 (1/400°) s’éléve a la 
fin de 1908 & 0,004 (1/1.000°) par sélection des colonies les plus 
toxigénes, du bacille diphtérique Américain n° 8, isolées sur 
sérum coagulé, en méme temps que le taux de IJ’alcalinité est 
progressivement augmenté et atteint pH 8. 

De 1908 4 1922, la dose minima mortelle correspond aux 
résultats que l’un d’entre nous a publiés avec G. Abt [2], la 
toxine tue en trois-quatre jours les cobayes de 250 grammes 
a la dose de 0,001. 

En 1927 le chauffage du bouillon & 120° est supprimé ; aprés 
alcalinisation & chaud, le bouillon est filtré sur papier, réparti 
a la dose de 1.200 cent. cubes dans les ballons de Fernbach et 
stérilisé & 145° pendant trente minutes, cette modification 
nous permet d’obtenir une toxine qui tue le cobaye & Ja dose 
de 0,00083 (41/1200°) et parfois 0,00071 (1/1400°) et corres- 
pond environ a4 12-13 unités floculantes. 

Du mois d’aotit 1927 au mois de décembre 1929, sur 94 pré- 
parations de bouillon, la moyenne du titre de floculation des 
toxines destinées soit & l’immunisation des chevaux, soit a la 
préparation de l’anatoxine diphtérique fut de 11,7 unités 
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unites Lf 
7,5 8,5 9 5) 10 10,5 11 {11,5 12 12,5 13 13,5 
5 4 13 410 12 18 14 6 45 2 2 6 


fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois, | fois. 


Moyenne : 44,7. 


Dans la deuxidme partie de cet exposé consacré a |’étude du 
milieu de culture destiné 4 la production de la toxine diphté- 
rique, nous étudierons plus en détail 4 propos du bouillon non 
fermenté recommandé par G. Ramon en octobre 1929 [4], 
l’emploi des glucides, de l’acétate de soude, etc., disons sim- 
plement ici, & propos du boudlon fermenté que Vemploi du 
glucose (4 la dose de 1 gr. 8 par litre de bouillon), de janvier 
4929 au mois de mai 1932, nous a donné les résultats suivants : 


INOMEGIUCOSE Getic) =] es a 5 nF 29 fabrications. Moyenne : 10,5. 
Glucosé 4 1,5 p. 1.000 : 

AVanUESterIUISAONs ta 4 es =e 49 fabrications. Moyenne : 12. 

Aprés stérilisation. .... . .. 81 fabrications. Moyenne : 13,4. 


Une comparaison plus précise peut étre faite de l’examen 
de 13 essais au cours desquels c’est le méme bouillon qui est 
glucosé avant et aprés stérilisation. 


UNITES FLOCULANTES Lf 


MOYENNE 
10 9 10,5 11 12 13,5 15 16,5 
INCI NCO GES o oe 2 1 5 1 4 3 ANT 
fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois. 
Glucosé avant stérilisation. 4 4 4 2 4 4 Net) 
fois. | fois. | fois. | fois. | fois. | fois. 
Glucosé aprés stérilisation. 4 Sarl hie 3 4 13,3 
fois. fois. | fois. | fois. | fois. 


La supériorité de l’addition du glucose aprés stérilisation 
apparait nettement, tant dans le déplacement du pouvoir 
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antigéne vers des valeurs plus élevées que dans 1’élévation de 
la moyenne ; si cela était encore nécessaire, ce tableau indi- 
querait également le gain appréciable obtenu par l’addition de 
glucose. 

La substitution du maltose au glucose, 4 la suite des tra- 
vaux de E.-L. Hazen et G. Heller [8], puis l’adjonction d’acé- 
tate de soude [8] sont essayés sur le bouillon Martin de juin 
1932 a juillet 1934 ; la moyenne de 38 fabrications atteint 
19,7 unités, montrant un gain de 6 unités sur l’emploi du 
glucose seul. 

La réduction du volume de bouillon placé dans chaque 
ballon de culture & 500 cent. cubes au lieu de 1.200 cent. cubes, 
avec addition de glucose (2 p. 1.000), de maltose (6 p. 1.000) 
et d’acétate de soude (40 p. 1.000) et enfin l’augmentation du 
volume du liquide d’hydrolyse pepsique des panses de pore 
aux doux tiers du volume du bouillon au lieu de la moitié, 
aménent la valeur de la toxine obtenue aux environs de 
30 unités, le tableau suivant résume les résultats obtenus par 
ces diverses modifications : 


VOLUME 


JUILLET 


1935 
2 DECEMBRE 
4935 


en centimétres cubes 


* JUILLET 


16 JUILLET 
1934 
40 suIN 
4935 
qe 
4935 


22 
30 DECEMBRE 


Ni glucides; ni acétate. me 
Glucose + acétate. . . 1.200 
Maltose + acétate. . 4.200 
500 

Parties égales de panse 
el de macération de 

Glucose, mallose, acétate. | ane 

| 


ee 
SD Ot ~] 


bo 
le} 


2/3 de Rae wie de 
macération de viande. 


Ces considérations n’ont plus maintenant qu’un  intérét 
historique et expérimental puisque, depuis 19338, le bouillon 
Martin 4 base de viande fermentée n’est plus utilisé suivant 
son mode de préparation initial ; mais, la partie la plus ori- 
ginale de sa préparation, l’hydrolyse pepsique des panses de 
porc est encore la base des nouveaux milieux employés a 
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l'Institut Pasteur de Paris, 4 ]’Institut Pasteur du Brabant, a 
Toronto, etc... 

Nous avons pensé qu’il n’était pas sans intérét de rappeler 
les résultats obtenus avec le bouillon Martin, né aux premiers 
jours de la sérothérapie, alors que la toxine tuait au centiéme 
ou au deux centiéme de centimétre cube, pour arriver & donner 
aprés plus de quarante ans, avec la méme souche de bacille 
diphtérique (Park et Williams n° 8), une toxine titrant plus 


de 30 unités floculantes. 


* 
* *k 


La toxine produite dans le bouillon Martin a base de viande 
fermentée, & cété d’avantages certains, en particulier sa flo- 
culation typique de lecture facile, sans floculation aberrante, 
en présence de sérum antidiphtérique et sa transformation 
facile en anatoxine, présentait le grave défaut de ne pouvoir 
étre débarrassée au cours de la préparation du vaccin anti- 
diphtérique, de son odeur de viande putréfiée ; d’autre part, 
la fermentation de la viande destinée a faire disparaitre le 
sucre musculaire n’avait pas lieu d’étre conservée puisque 
l’addition de glucose essayé, comme nous l’avons indiqué, 
avec le bouillon fermenté avait donné une toxine de valeur 
nettement supérieure, ces différentes constatations amenérent 
G. Ramon a étudier et & proposer [4] pour la préparation de la 
toxine diphtérique, une formule de bouillon glucosé (2) pré- 


(2) Nous ne croyons pas utile de faire ici l’historique détaillé de 
]’utilisation des glucides dans Ja préparation des bouillons destinés a 
la production de la toxine diphtérique (voir M. Marbé [9] et Paul 
Bordet [417]). Disons seulement que l’emploi des glucides était impos- 
sible au moment ow IJ’alcalinité du bouillon, contrédlée avec la teinture 
de tournesol comme indicateur, ne dépassait pas pH 7,4-7,5 ; avec cette 
valeur de pH, une faible addition de glucides maintenait la réaction 
dans Ja zone acide et entravait toute production de toxine ; dans ces 
conditions, la recherche de la destruction des sucres de la viande par 
la fermentation se trouvait justifiée. Ce n’est que plus tard, grace a 
une alcalinité d’un titre plus élevé (pH 8), par la suppression du 
chauffage A 120° et une stérilisation 4 une température aussi basse 
que possible, ces derniéres modifications évitant la précipitation massive 
des phosphates du bouillon, que l’on put obtenir, avec l’addition de 
doses notables de glucose, les résultats indiqués avec le bouillon Martin 


fermenté (p. 471). 
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paré par mélange de peptone de panses de pore avec une macé- 
ration de viande faite & la glaciére au lieu d’étre fermentée. 

A partir d’octobre 1929, cette nouvelle formule de bouillon 
fut appliquée. Les résultats publiés par G. Ramon [4], par 
D. D’Antona [5], par O. Nureddin [6], étaient certes trés encou- 
rageants, mais il restait & entreprendre tout un travail d’adap- 
tation de la formule de ce nouveau milieu pour obtenir, toutes 
les semaines, de 100 litres de bouillon une toxine diphtérique 
& pouvoir antigéne élevé et constant. 

Dans une premiére période d’essais, nous avons employé 
des macérations riches en viande, de 900 a 1.000 grammes de 
viande de veau par litre d’eau, macérés a la glaciére & + 4° 
pendant vingt heures, portés 4 |’ébullition immédiatement 
ou aprés chauffage d’une heure 4 45°, toujours mélangés par 
parties égales aux produits d’hydrolyse pepsique de panses. 
d’une durée de quatorze heures ; la toxine obtenue avait des: 
valeurs trés irréguliéres : 43, 17, 21 unités, parfois 9 ou 14 
unités, de plus sa transformation en anatoxine présentait des: 
irrégularités dues a la différence de composition des bouillons, 
plus ou moins riches en matiéres protéiques. A partir de 
janvier 1930, la macération fut réglée a 600 grammes de 
veau par litre d’eau de source. 

De janvier 1930 a octobre 1930, dans 67 fabrications la 
toxine diphtérique obtenue avait un pouvoir de 7 a 13 unités, 
le plus souvent de 9 4 44 unités, la moyenne était voisine de 
10 unités, moins élevée que la moyenne de la toxine obtenue: 
pendant la méme période sur bouillon fermenté glucosé (jan- 
vier & octobre 1930 : 44,14). 


[UNITES FLOCULANTES Lf 


MOYENNE 
11 13 
| 


44 fois. 27 fois. 


Ces résultats demandent quelques commentaires. Si l’on 
dose d'une part dans le bouillon fermenté, d’autre part dans 
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Je bouillon non fermenté, les matiéres réductrices, on obtient 
des chiffres de l’ordre suivant exprimés en grammes de giu- 
cose par litre : 

Bouillon fermenté, maxima : 0 gr. 9@ — minima: 0 er. 16 
— moyenne de 414 dosages (3) : 0 gr. 58. 

Bouillon non fermenté, maxima : 1 gr. 66 — minima : 
0 gr. 62 — moyenne de 24 dosages : 4 gr. 11, soit prés du 
double de substances réductrices pour le bouillon non fermenté 
auquel on ajoute 1 gr. 80 de glucose par litre, soit environ 
2 gr. 60 de substances capables de donner naissance a des 
acides pendant les premiéres phases du métabolisme du bacille 
diphtérique. Les graphiques reproduits ci-dessous (fig. 1 et 2), 
illustrent la marche de la réaction dans ces deux sortes de 
milieux : dans le bouillon fermenté. sans addition de glucose, 
(fig. 1, trait plein), nous retrouvons une marche de la réaction 
superposable A celle que l’un d’entre nous avec G. Abt avait 
indiquée [2], la phase d’acidification améne la réaction & 
pH 7,6 au plus bas et le renversement de la réaction se pro- 
duit entre le quatriéme et le cinquiéme jour de la culture ; 
avec addition de 1 gr. 5 de glucose par litre de bouillon (fig. 4, 
traits espacés), la réaction est & pH 6,6 le troisiéme jour, le 
renversement se produit entre le troisiéme et le quatriéme jour 
et le pH est & 8,2 le douziéme jour ; le pouvoir antigéne de la 
toxine est respectivement de 7 et de 9 unités. 

Avec le bouillon non fermenté sans addition de glucose 
(fig. 2, trait plein), le graphique de la marche de la réaction 
est superposable au graphique obtenu avec le bouillon fer- 
menté glucosé, il descend méme & pH 6,3 le troisiéme jour 
indiquant, comme nous l’ont montré les dosages, que les ma- 
tiéres hydrocarbonées susceptibles de produire des acides sont 
déja en quantité notable, le renversement de la réaction se 
produit entre le troisisme et le quatriéme jour et l’ascension 
verticale de la courbe continue jusqu’au douziéme jour ; dans 
les ballons de bouillon non fermenté additionné de 1 gr. 5 
de glucose par litre (fig. 2, traits espacés), la chute maximum 


(3) Dosages par la méthode de G. Bertrand, aprés défécation par la 
méthode de Patein et Dufau, exécutés par R. Veillon. 
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du pH dans la zone acide n’est atteinte que le quatriéme jour, 
le renversement de la réaction ne s’accentue que vers le 
sixiéme-septiéme jour et nous donne, au lieu d’une courbe a 
angle aigu trés fermée, une courbe arrondie qui ne franchit la 
neutralité que vers le neuviéme jour au lieu du sixiéme jour, 
la persistance de la réaction acide jusqu’au neuviéme jour 


ERY ES iy ae a saggy 
Py ours de culture 


Fic. 14. — ——@——, bouillon fermenté non glucosé; 
— —@— —, bouillon fermenté glucosé. 


influence facheusement la production de toxine, il était donc 
nécessaire d’obtenir un redressement précoce de la réaction, 
que nous avons cherché tout d’abord 4 obtenir par une meil- 
leure préparation des produits de digestion pepsique. 

A coté de ces constatations, au cours de cette période d’essai, 
trois expériences trés instructives ont retenu notre attention : 
dans le but de fixer les différents temps de la préparation du 
bouillon, nous avons préparé, nous-mémes, tout d’abord la 
solution de panse, digérée 4 température fixe pendant quatorze 
heures dans un récipient de verre au bain-marie ; arrét de la 
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digestion 4 80° en dix minutes, décantation soignée des pro- 
duits de digestion, neutralisation a pH 6,8-7, macération de 
viande & 600 pour 1.000 d’eau prélevée sur la macération 
employée pour la fabrication du jour ; alcalinisation du bouil- 
lon & pH 8, puis quelques minutes d’ébullition en agitant con- 


tinuellement. Les ballons de ces 3 expériences ont été stéri- 


Py Jours de elie 


Fic. 2, — ——g——, bouillon non fermenté sans glucose; 
— —8— —, bouillon non fermenté glucosé. 


lisés, glucosés et ensemencés de la méme maniére que les 
80 ballons de 1.200 cent. cubes préparés en méme temps. 


8 FEVRIER 22 FEVRIER 43 MARS 


Fabrication du jour (80 ballons).... 9 41 ie 
IGOR: 5 ¢ o 9 5 oO mo a oo 6 15 15 A] 


Le gain de 4 a 6 unités obtenu dans ces trois expériences 
nous a. montré la nécessité de transporter dans la fabrication 
en grande masse, les soins minutieux apportés 4 des expé- 
riences faites sur quelques ballons. 
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D’une part, le dosage des matiéres réductrices et la marche 
de la réaction dans le bouillon non fermenté glucosé, d’autre 
part les résultats des expériences ci-dessus attiraient notre 
attention sur l’hydrolyse pepsique des panses de pore et sur 
la nécessité d’obtenir des produits de digestion aussi réguliers. 
que possible. 


HyYDROLYSE PEPSIQUE DES PANSES DE Porc. — Aux marmites en terre: 
vernissée d’une contenance de 25 litres chauffées directement par un 
réchaud A gaz, servant A la préparation des digestions, nous avons 
substitué des cuves en verre de silice ou en porcelaine placées dans un 
bain-marie chauffé au gaz et muni d’un régulateur; une fois le 
réglage établi, la digestion se poursuit, exactement A la méme tempé- 
rature, pendant toute sa durée ; un serpentin 4 vapeur placé au fond 
du bain-marie permet de porter l]’eau du bain-marie 4 100° en dix 
minutes et de la maintenir 4 cette température jusqu’au moment ow 
les produits de digestion contenus dans les cuves de silice atteignent 
80° (environ quarante-cing & cinquante minutes). La vidange de l’eau du 
bain-marie et son remplacement par de l’eau froide courante permettent 
un refroidissement rapide du liquide des cuves de digestion [44]. 

En possession du matériel nous permettant d’opérer 1l’hydrolyse- 
pepsique des panses de pore dans des conditions aussi comparables que- 
possible et & température constante, nous avons repris |’étude des pro-- 
duits obtenus aprés une digestion de quatorze heures, employés depuis. 
de nombreuses années au laboratoire de la diphtérie. 

Les proportions étaient les suivantes 


Hachis de panses de porc,.en prammes 7.5200. =) 4a 300 
Eau, en centimétres cubes. ...... ig Et Ren Sweats eat 4.000 
Acide chlorhydrique pur, en centimétres cubes. ...... 40 


Les cuves de verre de silice ou de porcelaine contiennent de 15 ® 
17 litres. La température est maintenue a 48° pendant quatorze heures. 

L’arrét de l’hydrolyse pepsique est produit en quarante a cinquante- 
minutes par élévation de la température a 80°. 

Un courant d’eau froide aprés vidange du bain-marie refroidit rapi- 
dement les produits de digestion. 


Décantation. — Un repos de soixante-douze heures dans les cuves de 
silice, permet une premiére décantation par siphonnage, dans des réci- 
pients en verre ordinaire ou en verre de silice ot le liquide acide 
abandonne un fin précipité de couleur gris rosé qui se collecte trés 
bien par un repos de deux jours ; un orifice placé & quelques centi- 
métres du fond des récipients et muni d’un ajutage réglable permet 
une deuxiéme décantation parfaite sans entrainement du précipité. 

Ces deux décantations peuvent sembler excessives, mais plusieurs 
expériences nous ont montré que la présence des précipités, éliminés. 
par décantation, nuisent singuliérement A la production d’une- 
bonne toxine : dans une de nos expériences, une partie de la 
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panse employée pour la fabrication du jour (29 janvier 1930), n’est pas 
décantée suivant le mode ci-dessus, les plus gros éléments du dépét 
sont seuls retenus sur une gaze, tous les autres temps de préparation 
jusqu’a la stérilisation et 1’ensemencement sont rigoureusement com- 
parables : le bouillon de la fabrication du jour préparé avec la panse 
décantée deux fois a produit une toxine diphtérique titrant 15 unités, 
elle flocule en une heure cinquante minutes ; le bouillon préparé avec 
la panse non décantée donne une toxine diphtérique titrant 7 unités, 
elle flocule en-deux heures vingt minutes. 


NEUTRALISATION. — Le liquide acide renfermant les produits de 
digestion pepsique des panses de porc doit étre soigneusement neu- 
tralisé avant son mélange au liquide de la macération de viande ; 
Valcalinisation en bloc du liquide acide de digestion mélangé au liqude 
de macération de vande ne nous a pas donné de bons résultats. Cette 
neutralisation peut étre faite 4 froid ou a chaud. Pour l’emploi des 
produits de digestion de quatorze heures, il faut neutraliser 4 pH 7 (4), 
puis chauffer au bain-marie, sans jamais atteindre 100°, jusqu’da con- 
glomération du précipité en gros flocons, 4 ce moment la filtration sur 
papier est rapide et donne un liquide parfaitement clair. 


PREPARATION DU BOUILLON. — Dans une cuve émaillée chauffée par 
circulation de vapeur, A la macération de viande, portée a |’ébullition 
et filtrée sur chausse, on ajoute partie égale du liquide d’hydrolyse 
pepsique des panses de porc neutralisé et précipité. Les volumes du 
mélange varient de 80 a 120 litres. 

L’alcalinisation du bouillon se fait par addition de lessive de soude 
de maniére 4 obtenir, avant stérilisation, une alcalinité de pH 8,2-8,4. 

Le chauffage du bouillon aprés alcalinisation ne dépasse pas 90°, 
pour éviter la surchauffe au contact des parois, le liquide est remué 
sans arrét pendant l’opération. Aprés filtration sur papier et réparti- 
tion dans des ballons de Fernbach (1.200 cent. cubes par ballon) on 
fait une seule stérilisation & 115° (5). 

L’ensemencement est précédé de l’addition de glucose 4 la dose de 
1 gr. 5 par litre de bouillon. 

Température de culture 36°. 


C’est & partir du 29 octobre 1930 que cette technique fut 
appliquée a la préparation du bouillon. 

La comparaison d’ensemble des résultats obtenus depuis 
cette date jusqu’é la fin de septembre 1934, au cours de 
86 fabrications, avec les résultats obtenus pendant les neuf pre- 


(4) Pour les durées d’hydrolyse pepsique des panses de pore de vingt- 
quatre heures et au-dessus, il est nécessaire de dépasser la neutralité 
et d’alcaliniser 4 pH 7,2, et méme 7,4, pour obtenir facilement un 
précipité a gros flocons bien retenu par les filtres en papier. 

(5) Actuellement, avec 500 cent. cubes de bouillon par ballon, 
stérilisation & 110°-112°. 
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miers mois de 1930, montre une amélioration notable du 
pouvoir antigéne de la toxine mesurée par la floculation : 
12,8 de moyenne au lieu de 9,8 De plus, avant octobre 1930, 
au cours de 67 fabrications, nous n’avons jamais dépassé 
13 unités antigéniques, le plus souvent (49 fois sur 67) la 
toxine obtenue titrait de 9 A 44 unités ; d’octobre 1930 a 
octobre 1931 nous avons obtenu une toxine titrant 3 fois 
17 unités, et 34 fois sur 57 préparations 13 ou 15 unités. 


UNITES ANTIGENIQUES 
mesurées par floculation 


MOYENNE 


13 


Janvier & octobre 1930 : 
67 fabrications . . . .|417 fois. |22 fois }27 fois | 7 fois 
Octobre 1930 & octobre 
4931 : 56 fabrications . 7 fois. {42 fois |17 fois }47 fois. 


C’est sans aucun changement apporté 4 la composition du 
milieu, uniquement avec les perfectionnements et les soins 
apportés 4 la technique de préparation des produits d’hydro- 
lyse pepsique des panses de porc et du bouillon glucosé que le 
gain de 3 unités antigéniques et le déplacement de la valeur 
de la toxine vers des chiffres plus élevés fut obtenu. 

Comme tous les auteurs qui ont utilisé l’addition de glucose 
au bouillon destiné 4 la préparation de la toxine diphtérique, 
nous avons eu quelques préparations n’ayant donné qu’une 
toxine & 9 unités et plusieurs fois dans une méme fabrication, 
6 4 8 ballons sur une série de 60 4 80 ballons n’ont pas donné 
de toxine ou une toxine inférieure a la moyenne. Le simple 
aspect du voile permet de reconnaitre ces ballons ; le voile 
est blanc crayeux et forme un disque continu, sans scissures, 
ni lambeaux, il s’oppose nettement au voile gras, translucide, 
coupé de scissures et présentant de nombreux lambeaux en 
fartie détachés observé dans les ballons donnant une bonne 
toxine. 


Par exemple le 7 mars 1930, l’ensemble de la toxine filtrée est a 
pH + 8, elle flocule en trente minutes avec une quantité de sérum cor- 
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respondant 4 18 unités ; six ballons dont le voile a l’aspect crayeux 
signalé ci-dessus sont filtrés a part, la toxine est 4 pH + 7,4 et n’a pas 
floculé en deux heures avec la quantité de sérum correspondant a 
5-7 unités ; le taux d’alcalinité du douziéme jour indique que la marche 
de l’alcalinisation aprés le renversement de la réaction fut entravée ou 
que la période d’acidité s’est prolongée anormalement renouvelant ce 
fait déja signalé avec G. Abt [2] qu’il suffit que le bacille diphtérique 
ait végété deux ou trois jours au-dessous de pH + 6,8 pour qu’il soit 
impossible d’obtenir par la suite une production normale de toxine, 
méme lorsque la réaction est devenue favorable. 


Dans le but de remédier a ces incidents de fabrication nous 
avons étudié la marche de la réaction dans une série de bouil- 
lons préparés avec une quantité fixe de macération de viande 
(600 grammes par litre d’eau, séjour de vingt heures a la gla- 
ciére), et les produits de l’hydrolyse pepsique des panses de 
porc obtenus d’heure en heure ; on constate que, plus le temps 
de digestion augmente, plus les produits obtenus sont adaptés 
a la production d’une toxine diphtérique de pouvoir antigéne 
élevé. 

Les graphiques de la marche de la réaction peuvent étre 
partagés en deux groupes: a) groupe correspondant aux 
temps de digestion de une heure a quatre heures (fig. 3), 
montre un renversement de la réaction trés étalé se mainte- 
nant dans la zone d’acidité jusqu’au dela du onziéme jour ; le 
bouillon glucosé préparé avec les produits d’hydrolyse pepsi- 
que, de deux, trois et quatre heures ne fournit aucune toxine 
(pas de floculation en trois heures entre 3 et 17 unités) ; aprés 
une heure de digestion la toxine titre 7 unités. 

Le temps de digestion de cing heures présente un graphique 
intermédiaire entre les deux groupes (fig. 3) : aprés un ren- 
versement vers le troisiéme jour, la courbe sort de la zone acide 
vers le sixiéme jour, s’infléchit vers le neuviéme jour, la toxine 
produite titre 13 unités. 

b) Le groupe des digestions de six & vingt-quatre heures 
(fig. 4) est caractérisé par une descente rapide de la courbe qui 
touche pH 6,4 a 6,2 du premier au troisiéme jour, le renverse- 
ment de la réaction entre le deuxiéme et le troisiéme jour est 
suivi d’une ascension qui se rapproche d’autant plus d’une 
ligne verticale que le temps de digestion est plus prolongé 
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(quatorze a vingt-quatre heures). La valeur de la toxine obtenue 
avec les digestions de ce deuxiéme groupe croit réguli¢rement 
de 15 & 19 unités ; dans les conditions expérimentales réali- 
sées, il semble que plus les temps de digestion augmentent, 
plus les produits obtenus ont une action de tampon marquée, 
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Fic. 3. — Marche de la réaction dans des bouillons préparés 
avec des digestions de panse de pore d’une durée de une heure a cing heures. 


favorisant le renversement précoce de la réaction ; ce phéno- 
méne nous parait essentiel pour obtenir une toxine de pou- 
voir antigéne élevé dans le milieu employé. 

Les temps de digestion de trente et quarante-huit heures 
ne nous ont pas donné de meilleurs résultats ; avec les pro- 
duits obtenus en quarante-huit heures, on observe un retard 
marqué de la culture, un voile maigre et la valeur de la toxine 
ne dépasse pas 9 a 14 unités. 

C’est donc le temps de digestion de vingt-quatre heures, 
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déj4 indiqué par L. Martin en 1898 comme pouvant convenir 
4 la production de la toxine diphtérique, que nous avons 
adopté. Du 29 juillet 1931 au 7 septembre 1932, 44 prépa- 
rations faites avec les produits de digestion d’une durée de 
vingt-quatre heures nous ont donné une moyenne de 15,7 
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‘Fic. 4. — Marche de la réaction dans des bouillons préparés avec des digestions 
de panse de pore d’une durée de sept heures a vingt-quatre heures. 


unités, 20 fois 17 et 19 unités, les plus basses valeurs étaient 


de 43 unités. 


* 
* 


Les travaux de Ayers et Rupp [7], ceux de Abt et de l’un 
d’entre nous [2] sur le bacille diphtérique, avaient amené 
A. Berthelot et G. Ramon & essayer l’introduction de l’acétate 
de sodium dans un milieu au tapioca ensemencé avec le 
bacille diphtérique (1925). Ces essais, repris en 41932 [8], ont 
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amené ces auteurs & proposer l’addition d’acétate de soude 
(associé au glucose) en proportion variable, dans le milieu 
destiné & la préparation de la toxine diphtérique. 

Les sels d’acides organiques existent en quantité notable 
dans le bouillon Martin fermenté [2], ainsi que dans le bouillon 
fermenté au colibacille de Th. Smith ; ils fournissent d’une 
part un aliment de choix au bacille diphtérique, et ils contri- 
buent d’autre part & régulariser la marche de la réaction. 


Fic. 5. — ——O—-—, bouillon avec 40 p. 1.000 dacétate de sodium; 
—_e@—, bouillon glucosé 41,5 p. 1.000 et 10 p. 1.000 dacétate de sodium. 


L’effet de l’acétate de soude sur la croissance microbienne 
ressort trés nettement des chiffres fournis par M. Marbé [9]: 
dans un bouillon simple, les corps de microbe recueillis au 
septiéme jour pésent 4 gr. 5 ; dans le méme bouillon auquel 
on ajoute 10 grammes d’acétate de soude par litre, le poids des 
corps microbiens au septiéme jour est de 2 gr. 6 (6). 


©) M. Marbé rappelait récemment que L. Martin, en 1898, avait 
signalé que l’addition de 2 grammes d’acide acétique par litre, avant 
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Le graphique de la marche de la réaction dans notre bouillon 
avec l’acétate seul (fig. 8, courbe en traits interrompus), com- 
paré avec la courbe en traits pleins de la fig. 2 (bouillons non 
fermenté sans glucose) montre une régulation remarquable de 
la courbe, la chute du pH avec I’acétate pendant le premier et 
le deuxiéme jour ne dépasse pas 7,2, au lieu de 6,3 dans le 
bouillon sans acétate, et se renverse rapidement entre le 
deuxiéme et le troisisme jour pour atteindre 8,2 le douziéme 
jour ; l’addition d’acétate de soude au bouillon glucosé nous 
donne une courbe (fig. 3, traits pleins) sensiblement compa- 
rable aux courbes du bouillon glucosé simple ; ici l’effet de 
l’acétate n’apparait pas et se traduit seulement par 1’amélio- 
ration de la croissance du bacille et du pouvoir antigéne de la 
toxine. 

Les chiffres du tableau ci-dessous indiquent comparative- 
ment la valeur de la toxine obtenue dans une série d’expé- 
riences avec le glucose seul, l’acétate seul, et le mélange de 
glucose et d’acétate de soude, les meilleures valeurs corres- 
pondent a ce dernier mélange. 


Non glucosé 

Glucose seul, 1 gr. 5 p. 1.000. . 
Acélate seul, 10 grammes p. 1.000 
Glucose et acétate (mémes doses). 


Dans la fabrication courante, 38 préparations faites du 
4* juin 1932 au 21 mars 1934, avec addition de 4 gr. 5 de glu- 
cose et de 10 grammes d’acétate de soude par litre, nous ont 
fourni une moyenne de 21,4 unités. 


Valcalinisation, rend le milieu plus favorable 4 la production de la 
toxine et il s’étonnait que l’allention des chercheurs n’ait pas été 
éveillée plus t6t par cette constatation intéressante. 
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* 
* * 


L’influence du réle énergétique du carbone des peptones dans 
le métabolisme du bacille diphtérique, bien mis en évidence 
par G.. Abt [40], nous a conduit 4 rechercher l’influence de 
l’augmentation, dans le bouillon, du volume du liquide 
d’hydrolyse pepsique des panses de pore, source du carbone, 
et de la diminution simultanée de la macération de viande de 
veau, qui apporte au milieu de culture l’azote nécessaire a la 
synthése microbienne [44]. Park et Williams [42], Walbum, 
avaient étudié, soit lelfet de l’augmentation des peptones, soit 
leffet de la concentration en viande sans lier ces deux éléments 
importants de la composition des milieux. 

Nous avons essayé tout d’abord des milieux composés de un 
tiers de macération de viande de veau (600 grammes par litre 
d’eau, vingt heures a la glaciére) et de deux tiers des produits 
d’hydrolyses pepsique des panses de porc (digestion de vingt- 
quatre heures 4 48°) avec addition de 1 gr. 5 de glucose et de 
10 grammes d’acétate de sodium par litre. Une expérience du 
412 octobre 1932 comparée avec les moyennes du tableau précé- 
dent (p. 485, bouillons préparés avec parties égales des compo- 
sants) montre tout l’intérét de cette modification, le pouvoir 
antigénique de Ja toxine, mesurée par la réaction de flocu- 
lation, déja augmenté avec le glucose seul et l’acétate seul 
passe de 19 a 29 unités avec le mélange glucose et acétate dans. 
les mémes proportions. 


Macération de viande : 1/3. 
Liquide d’hydrolyse pepsique des panses de porc : 2/3. 


12 ocropre 1932 UNITES 
antigéniques 
so Non glu cos6 hii 0s) eee 3 0 eae ae ee a 44 
sGlucosé, 2S pet OOn. os t,o aanceen ranean Ser a ae 49 
Nebtate, AO) po T0000 Bie: sh eee en ee ree? ee 25 
Glucoseret-acétate (memes d 056s meals ane ene ee 29 


Au cours de 69 fabrications (24 octobre 1932 au 13 aodt 
1934), la valeur de la toxine obtenue était de 25 A 29 unités 
dans 59 essais, la moyenne de 27 unités. 
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Par la suite, quelques essais avec le mélange de un quart de 
macération de viande de veau et de trois quarts de produits 
@hydrolyse pepsique des panses de porc, nous ont permis 
d’obtenir une toxine dont la valeur moyenne, au cours de 
6 essais, fut de 28 unités 6. 

Si le volume du liquide pepsique est porté aux neuf 
dixiémes du bouillon, la macération de viande étant réduite 
a un dixtéme, la formation du voile est retardée, c’est seule- 
ment les cinquiéme et sixiéme jours qu’il présente des scis- 
sures et des lambeaux flottants, aspect réalisé du deuxiéme au 
troisiéme jour avec les mélanges précédents, |’élaboration de 
la toxine est plus lente et il faut attendre jusqu’au dix-neuviéme 
jour pour obtenir une toxine de valeur équivalente & la toxine 
produite le douziéme jour dans le bouillon 4/3-2/3 pris comme 
témoin. 

En continuant 4 augmenter les produits pepsiques et en dimi- 
nuant les substances azotées, par réduction de la macération de 
viande au vingtiéme ou au soixzantiéme de la masse du bouillon, 
on pouvait supposer que la toxine produite serait sensiblement 
équivalente 4 celle obtenue dans le liquide pepsique pur addi- 
tionné de glucose et d’acétate. Cela est exact pour le bouillon 
renfermant un vingtiéme de macération de viande, malgré la 
manifestation d’un déficit azoté, qui se traduit vers le huitiéme 
jour par l’aspect crayeux du voile qui tombe en grands placards 
au fond des ballons vers le dixiéme jour; dans le bouillon ov la 
macération est encore plus réduite en volume (4/60), le méta- 
bolisme du bacille diphtérique parait profondément troublé, 
le déficit des substances azotées se manifeste dés le troisiéme 
jour par Vaspect opaque et crayeux du voile, sans scissures, 
ni lambeaux, et la toxine produite au douziéme et au dix- 
neuviéme jour (40 unités) est de valeur 4 peine supérieure a 
celle obtenue dans le liquide pepsique sans glucose ni acétate 
(7 unités). 

Pour la production courante de la toxine diphtérique, c'est 
le mélange 1/3 de macération et 2/3 de liquide pepsique que 
nous employons. 
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* 
* 

E. Roux et A. Yersin, dans leur 3° Mémoire, intitulé « Con- 
tribution a l’étude de la diphtérie » (4890), avaient déja signalé 
que la production du poison diphtérique varie avec 1]’épais- 
seur du liquide de culture et la forme du vase : par la suite, 
de nombreux auteurs, en particulier Bunker, I. E. Walbum, 
P. Hartley et M. Hartley, E. L. Hazen et G. Heller [3], 
Pope [43], A. Wadsworth [44], plus récemment M. Marbé, 
O. Dimitriu et V. Stefanesco [45] et Siebenmann [46], ont 
montré l’importance des changements observés dans le méta- 
bolisme du bacille diphtérique suivant la grandeur et la forme 
des vases de culture et le volume du milieu. 

Pour obtenir une production abondante et rapide de toxine 
diphtérique, il est nécessaire de cultiver le bacille de Loeffler 
dans un milieu liquide, étalé en couche mince sur une grande 
surface ; les résultats indiqués dans les pages précédentes ont 
montré qu’un volume de 1.200 cent. cubes de bouillon réparti 
dans des vases de Fernbach de 2 litres, additionné de glucose 
et d’acétate de soude, permettait d’obtenir des toxines appro- 
chant de 30 unités. Les résultats obtenus par M. Marbé en 
employant notre milieu de culture réparti a la dose de 800 cent. 
cubes dans les ballons de Fernbach de 2 litres au lieu de 
1.200 cent. cubes, nous ont incités, dés le début de 1934, a 
essayer cette modification. Les résultats obtenus au cours de 
quelques essais sont les suivants : avec 1.200 cent. cubes de 
bouillon la moyenne est de 26,2 unités, et de 35,9 unités avec 
500 cent. cubes de bouillon, soit un nouveau gain d’environ 
10 unités. 

D’aprés une série d’expériences inédites, il nous a semblé 
que ce qui importe le plus, pour obtenir la meilleure produc- 
tion de toxine, avec un milieu donné, est la hauteur de la 
couche de bouillon, quelle que soit la forme du vase employé ; 
il n’y aurait pas de limite 4 la surface occupée par le milieu, 
sauf celle imposée par la réalisation matérielle et les diffi- 
cultés de manipulation et de stérilisation de récipients hors 
mesures courantes, a la condition que son épaisseur ne dépasse 
pas 10 a 15 millimetres : 
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Nous avons trouvé une grande boite de Petri de 0 m. 35 de diamétre 
dans laquelle 1.200 cent. cubes de bouillon glucosé et acétaté se pré- 
sente sous la méme épaisseur que 500 cent. cubes du méme bouillon 
réparti dans un ballon de Fernbach de 0 m. 20 de diamétre @)- La 
toxine produite dans ces deux récipients, au douziéme jour, titrait 
35 unités dans la boite de Petri et 33 unités dans le ballon de Fernbach.. 


D’une part, la diminution du volume du bouillon placé dans 
les ballons de Fernbach, 4 500 cent. cubes au lieu de 1.200 cent. 
cubes, l’expression numérique de la hauteur passant dans ce 
cas de 3 a 1, et le pouvoir antigéne de la toxine produite 
augmentant de 10 unités ; d’autre part, les résultats comparés 
des deux volumes de 1.200 cent. cubes et 300 cent. cubes de 
bouillon répartis sur la méme hauteur et donnant une toxine 
de valeur égale montrent toute l’importance de la hauteur du 
milieu de culture pour la production de la toxine diphtérique. 

Il est également nécessaire d’envisager les conditions d’aéra- 
tion de la culture, en effet, avec un volume de bouillon cons- 
tant (500 cent. cubes) placé dans deux séries de ballons de 
Fernbach, de méme diamétre, la valeur de la toxine produite 
varie suivant la capacité totale des ballons ; les expériences 
groupées dans le tableau ci-dessous montrent qu’une diffé- 
rence de 400 cent. cubes, dans le volume d’air restant au- 
dessus du bouillon, toutes les autres conditions étant rigou- 
reusement semblables, produit une diminution du pouvoir 
antigéne d’environ 7 unités. 


CAPACITE CAPACITE 
1938 totale totale 
1.600 cent. cubes 2.000 cent. cubes 
MLO VVIL Cl Pac ale w ie cater ts uct e tsk Sieg ciple: id miele iss 45 54 
AON OLS here caecin rey faa a he mene Wine ile ks 36 42 
DESTVALCSRB matic ah sh let eee oy at ahah re nek os 42 44 
AC AVIPI te cleo Ack ee Or TOR mG SOME aes 42 48 
LU OSGI G.-<te nage icy Lovey Us eee acu Ran eee me en 42 _48 
IN WONT ETOLINE), <o a.G = oe do Geet emg en ec: Cueciao Omens 41,4 48 
* 
* 


Au cours de ces derniéres expériences sur le volume du 


(7) Ce dispositif est réalisé dans des ballons de 45 centimétres de 
diamétre, sur 10 centimétres de haut, employés par le D™ Pauli, a 
l'Institut sérothérapique de Milan (communication orale). 


490 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


milieu mis en culture, nous avons poursuivi l’essai de Putili- 
sation du maltose [3-43] qui, avec le bouillon fermenté, nous 
avait donné des résultats intéressants. 

De nombreux essais, résumés dans le tableau ci-dessous, 
montrent trés nettement I’accroissement de la valeur antigéne 
de la toxine, due, pour une part, a la réduction du volume du 
liquide mis en culture, et d’autre part, a l’association du 
maltose au glucose. 


ACETATE 
VOLUME GLUCOSE MALTOSE ee ae 
du bouillon p- 1.000 p. 1.000 4 


pee ; < A p+ 1.000. 
en centimétres cubes en grammes en grammes en grammes 


MOYENNE 
en unilés 
—E——E ES 


26,8 
27,9 
98,2 
29 
27 
34 


35,8 


(1) Les quantités de glucose, de maltose et dacétale ajoutées dans 750 et 600 cent. 
cubes sont proportionnelles au yolume du bouillon. 

(2) Les quantités de glucose, de maltose et d’acétate ajyoulées dans 750) et 600 cent. 
cubes étaient de 1 gramme, 3 grammes et 5 grammes. 


De 26,8 unités, moyenne des résultats obtenus avec 1.200 cent. 
cubes de bouillon par ballon, additionné de glucose et d’acétate, 
nous passons, avec 500 cent. cubes de bouillon, additionné de 
4 gramme de glucose, 3 grammes de maltose et 5 grammes 
d’acétate de soude, 4 une moyenne de 35,8 unités. 

La marche de la réaction dans ce dernier bouillon (fig. 6) 
suivie au cours de 26 préparations d’octobre 1937 & mai 1938, 
affecte l’aspect suivant : le pH de départ est de 8,1 a 8,4; 
aprés dix-huit heures, variant avec le départ plus ou moins 
rapide de la culture, la valeur du pH s’étage de 7,9 & 6,3 et 
4 la vingt-quatriéme heure de 7,3 a 6,2, les valeurs les plus 
basses correspondant aussi bien & une toxine de valeur finale 

‘égale & 39 ou 48 unités. Au matin du deuxiéme jour, nous 
voyons un groupement remarquable de toutes les valeurs entre 
6,7 et 6,2 et dans tous les cas, le renversement de la réaction 
s'est opéré entre le deuxiéme et le troisiéme jour ; le matin du 
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troisiéme jour, les valeurs se groupent entre pH 6,9 et 6,5 ; 
le cinquiéme jour entre 7,6 et 6,9, puis se rapprochant, a partir 
du septiéme jour, entre 8,1 et 7,7 et finalement entre 8, 2 et 
8,4 et 8,4-8,6 les dixiéme et douziéme jours. 

Aprés avoir passé par les différentes étapes que nous résu- 
mons dans le tableau ci-dessous, le bouillon que nous prépa- 
rons depuis 1934 jusqu’a l’heure actuelle, est composé de un 
tiers de liquide de macération de 600 grammes de viande de 
veau par litre d’eau a la glaciére, pendant vingt heures, 
mélangé avec deux tiers de liquide de digestion, pendant 
vingt-quatre heures & 48°, de 350 grammes de hachis de 


panse de porc par litre d’eau acidifiée. 


MOYENNE 
de la valeur 
antigéne 
de Ja toxine 


1930 


Bouillon composé de parties égales de macération de viande 
de veau non fermentée, de liquide d’hydrolyse pepsique des 


panses;demporcwelucose ad sr. Gipat00Gy 2. 5... - 9,8 
4930-1931 
Perfectionnements matériels dans la technique de hydrolyse 
pepsique des pamses de pore... . 2 6 we tw we 42,8 
1931-1932 


Temps d’hydrolyse pepsique des panses de pore porté de qua- 
torze heures &@ vingt-quatre heures; quantité digérée par 


hitre: 350-erommes au lieuvde 300% 295 5. <9. es we a5 
1932-1934 

Addition de 10 p. 1.000 d’acétate de sodium ......... 21 4 
1932-1934 


Bouillon composé de 1/3 de macération de viande et de 2/3 de 
liquide d‘hydrolyse pepsique des panses de pore au lieu de 


OOMNES COMICS cou, co bag do 6 56 On 6 8 6 086 6 Be 27 
1934-1938 
Réduction A 500 cent. cubes au lieu de 1.200 cent. cubes du 
‘ bouillon mis en culture. Utilisation du maltose ...... 35 


A ces deux préparations, nous donnons tous les soins indi- 
qués précédemment pour la neutralisation de la panse, lalca- 
linisation du bouillon, le chauffage avant filtration, la stérili- 
sation aprés répartition. 

L’acétate de soude est ajouté dans les ballons avant la 
stérilisation & la dose de 10 p. 4.000. 
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Les glucides, préalablement stérilisés & l’autoclave a 110°, 
sont répartis dans chaque ballon avant l’ensemencement, a 


la dose de 1 gramme de glucose et de 3 grammes de maltose 
sous le volume de 415 cent. cubes. 


\ 


A 3 ] 40 14 

18a Jours oe Cider ; 

G. 6. — Marche de la réaction dans 26 fabrications (octobre 1937-mai 1938) 
Pouvoir anligéne de 39 a 54 unilés. 


La température de culture des ballons ensemencés est de 
33° a 33°. 


1938 
(janvier 
a juillet) 


4936 1937 


Moyennes en unités antigéniques. 36,9-39,2| 35,3-35,4| 40,6-46,2 
Maxima : 4A-45 51-45 42-54 
Miniins 2). fester eee orcs 33-35 - 36-33 
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De 1934 & 1938, la valeur de la toxine obtenue, chaque 
semaine (100 & 1580 litres), dans ce milieu de culture, est indi- 
quée dans le tableau précédent avec les maxima et les minima 
observés (8) ; pour les années 1936, 1937 et 1938, la moyenne 
comporte deux chiffres correspondant 4 deux modes d’entre- 
tien différents de la souche de Park et Williams n° 8. Nous 
parlerons de ce point particulier dans la deuxiéme partie de 
cet exposé. 


II. — Soucwe ToxIGENE. 


Dans la préparation de la toxine diphtérique, 4 cété de nom- 
breux éléments variables provenant du mode de préparation 
empirique du milieu de culture et que la technique rappelée 
dans la premiére partie de cet exposé tend a réduire de plus 
en plus, il y a lieu d’envisager la souche de bacille diphtérique 
toxigéne ; en fait c’est toujours la souche américaine de Park 
et Williams n° 8, qui est employée dans la majorité des Insti- 
tuts sérothérapiques. Mais les documents publiés sur le com- 
portement de cette souche, les altérations de son pouvoir 
toxigéne, son adaptation & de nouveaux milieux, sont assez 
rares. I] sera question ici de la seule origine envoyée au 
D" L. Martin, en 1895,. par M"* Williams et conservée depuis 
cette époque. 

L’altération du pouvoir toxigéne des souches du bacille 


(8) Dans son rapport au I* Congrés des microbiologistes de langue 
francaise, sur Facteur de croissance et Toxinogénése [17], M. Paul Bor- 
det déclare que l’emploi de notre milieu ne lui a donné que des résultats 
extrémement irréguliers, la valeur de la toxine produite dépassait rare- 
ment 20 unités et, trés souvent, moins de 5 unités. Les valeurs du pH 
final de quelques bouillons cités, variant de 5,9 4 6,8, indiquent 
certainement une préparation défectueuse du bouillon et donnent a 
l’emploi de la levure, dans ces conditions, un caractére de nécessité 
que notre expérience ne confirme pas. Nous connaissons bien les 
effets de la levure de biére sur notre milieu, essayée dans des con- 
ditions un peu différentes de celles ot. M. Paul Bordet l’employa (Cf. 
Mustafa [20]), mais les valeurs de la toxine obtenue de 1934 a 1938, 
et résumées dans le tableau ci-dessus ne nous permettent pas de consi- 
dérer l’emploi systématique de la levure comme indispensable pour 
cbtenir, avec notre milieu, des valeurs antigénes élevées et relativement 
constantes. 
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diphtérique Park et Williams n° 8 peut se produire sur un 
milieu qui s’était montré favorable a l’entretien ou a la pro- 
duction de la toxine. Un exemple de cette éventualité a été 
rapporté par H. L. Wilcox [49] en 1922 : au laboratoire du 
service de la Santé de New-York, le bacille diphtérique n° 8 
était entretenu depuis 1895 jusqu’en 1914 par passage tous 
les deux jours, dans un bouillon préparé avec la peptone Witte, 
A partir de cette derniére date jusqu’en 1916, sans changement 
dans le mode opératoire, non seulement la culture du labo- 
ratoire de la Santé, mais d’autres cultures de méme origine 
employées dans plusieurs laboratoires des Etats-Unis, mon- 
trérent une altération progressive de leur pouvoir toxigéne ; la 
dose mortelle de la toxine obtenue de 1914 4 1916 diminua de 
moitié (1/200 au lieu de 1/400). 

D’un voyage & Paris en 1916, H. L. Wilcox rapporta la 
souche du bacille diphtérique envoyée en 1895 au D* L. Martin 
et entretenue depuis cette époque par passages sur bouillon 
Martin fermenté, nous appellerons cette souche « Institut 
Pasteur n° 8 ». Dés son retour & New-York, l’auteur adopte le 
mode de préparation du bouillon pratiqué a Institut Pasteur, 
et ensemence sur ce milieu le n° & provenant des passages de 
1895 a 1916 sur peptone Witte et comparativement le n° 8 
Institut Pasteur, ce dernier donne au cours des deux années qui 
ont suivi des toxines tuant le cobaye du 1/400 au 1/800 de 
ccentimétre cube, tandis que l’origine n°8 peptone Witte donne 
des toxines tuant entre le 1/100 et le 1/300 ; en 1920 et 1924 
Vorigine n° 8 Institut Pasteur dans un bouillon préparé avec 
la peptone Park Davis produit une toxine tuant du 1/800 au 
1/4.500, Vorigine n° 8 peptone Witte donne toujours une toxine 
entre le 1/100 et le 1/300 ; enfin, l’origine Institut Pasteur 
n° 8, repiquée dans un milieu, & la peptone Witte, voit a son 
tour aprés deux années, son pouvoir toxigéne diminuer et 
rejoindre celui de ]’origine américain n° 8 conservé sur peptone 
Witte. 

Une autre cause d’altération du pouvoir toxigene est le repi- 
quage trop jréquent sur le miliew de conservation rappelé 
récemment par Pappenheim Jun. et 8. J. Johnson [24] au sujet 
des repiquages journaliers de la souche Albany n° 3, sur milieu 
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de Wadsworth et Wheeler (4934), peptoné et placé a l’étuve 
a 37°. 

La question de l’adaptation d’une souche donnée & un now- 
veau milieu a été étudiée par H. L. Wilcox [49] & propos des 
-souches de bacille diphtérique Park n° 8 conservées & New- 
York et de la souche Institut Pasteur n° 8 ; elle conclut qu’il 
n’est pas nécessaire de faire de nombreux passages dans un 
milieu de culture, quand celui-ci est bien adapté pour obtenir 
une bonne toxine, en effet, une souche de bacille diphtérique 
Park n° 8 n’ayant jamais cultivé dans un bouillon préparé avec 
la peptone Park-Davis donne aprés sept générations dans ce 
milieu, une toxine aussi forte que la souche Institut Pasteur 
n° 8 aprés cent trente-deux passages. 

En 1922, lun d’entre nous avec G. Abt, a montré, en 
‘étudiant Ja réaction du milieu et la production de toxine diphté- 
rique [2] que le méme bacille diphtérique entrainé & une alca- 
linité de départ de 7,8 ne descendant jamais dans la zone acide 
peut étre transporté dans des bouillons dont le pH variait de 
5,8 a 9. 

S. Schmidt en 1925 [20], Hewlett en 1930 disaient que pour 
obtenir une bonne production de toxine tous les auteurs sont 
-d’accord pour dire que Ja culture doit étre acclimatée au 
bouillon employé ; plus récemment, A. M. Pappenheim 
Jun. [22], dans ses études sur les milieux semi-synthétiques 
déclare qu’il n’y a pas lieu de poursuivre |’adaptation de la 
souche au milieu expérimenté. 

Lors de la substitution du bouillon non fermenté recom- 
mandé par G. Ramon (4929) au bouillon Martin fermenté, ep 
présence des données contradictoires rappelées ci-dessus, nous 
avons continué la préparation du bouillon fermenté pendant 
quelques années dans le but d’étudier l’influence de la substi- 
“tution d’un milieu riche en substance réductrices, 4 un milieu 
pauvre en substances réductrices (bouillon fermenté, voir 
p. 475) pour l’entretien des souches. Les passages sur le nouveau 
milieu & base de viande non fermentée, que nous appellerons 
ten abrégeé Bnf, ont commencé en octobre 1932. Jusqu’au 
96 mars 1934 nous avons examiné 26 préparations ensemen- 
.cées les unes avec la souche entretenue sur le bouillon Martin 
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fermenté (Bf), les autres sur Bnf; la moyenne du pouvoir 
antigéne des toxines obtenues (22,5 et 27 unités), plaide certai- 
nement en faveur de l’entretien sur bouillon non fermenté et 
la plus grande quantité de substances réductrices contenues 
dans ce bouillon ne parait pas nuire a l’entretien de la fonction 


toxigéne. 
Entretien de la souche toxigéne moyenne 
de vingt-six préparations. 
SURO BLE ote caso ree olicuricued tuey acrccer ier Taree ne an ee RT 22,5 unités. 
SUP Brat sce ee ee eee Cee CUT NCees) Baenoeteet: 27 ~unités. 


Aussi depuis 1934 l’entretien des souches de bacille diphté- 
rique destinées a la préparation de la toxine se fait par passage, 
trois fois par semaine sur de petits ballons renfermant 150 cent. 
cubes de bouillon non fermenté, sans aucune addition de glu- 
cides ou d’acétate de soude ; une fois par semaine des cultures 
en colonies isolées sont faites sur sérum coagulé. 

Il nous reste 4 examiner comment Ja souche toxigéne ainsi 
conservée se comporte, dans le temps, pour la production de 
toxine sur le milieu que nous avons défini précédemment. Une 
souche de bacille diphtérique marquée Am+ nous donne, du 
41 mars 1933 au 21 octobre de la méme année, une série remar- 
quable de valeurs entre 35 et 48 (moyenne 38,2), une pointe a 
30 et seulement deux valeurs basses 4 33 et 27, valeurs que l’on 
peut attribuer certainement 4 un milieu de moindre qualité, 
puisque les valeurs suivantes sont de nouveau trés satisfai- 


santes. 
Souche Am +. Valeurs de la toxine, Vingt-huit essais : 


37 39 35 37 35 35 39 39 4l 37 39 33 39 
35 39 44 4A 35 4) 44 39 41 45 33 27 


A partir du 24 octobre cette souche Am+ continue A étre 
entretenue par passages sur bouillon trois fois par semaine en 
méme temps qu’une souche fille, conservée sur sérum coagulé 
depuis le 10 juillet 1938 (trois mois), est remise en culture. Dds 
le premier essai, les 2 souches nous donnent une toxine a 
00 unités, marquant ainsi un remarquable accord entre le pou- 
voir toxigéne de la souche et l’heureuse composition du 
bouillon ; ces 2 souches sont observées simultanément 
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jusqu’au 10 mars 1936, dans le méme bouillon et fournissent 


les deux séries suivantes : 
Am+: 


50 44 49 38 45 45 45 43 43 43 39 39 
37 39 30) 44 
Am 1 colonie du 10 juillet 1935 : 


50 44 43 47 49 45 45 45 47 43 39 «39 
39 29 34 35 


L’examen de ces deux séries semble bien montrer qu’avec 
le temps il se produit, insensiblement une dégradation de 
Vaptitude toxigéne, qui se traduit par l’apparition de valeurs 
inférieures & 40 unités ; le milieu de culture ne peut étre mis 
en cause, puisque les valeurs basses de la toxine de Am. 4 
colonie correspondent a des valeurs plus élevées de 4 & 6 et 
40 unités de la toxine produite par Am. + dans le méme 
bouillon ; 

Cette dégradation peut reconnaitre une cause indépendante 
du milieu de culture et de la souche ensemencée comme le 
montrent trois colonies de la méme origine que ci-dessus 
(40 juillet 1938) et marquées 1 C, 2 C, 3 C, mises en culture 
le 20 avril 1936 dans le méme bouillon, elles donnent le 
4 mai, des toxines de valeurs assez différentes . 


fl CRP ro eo ae tae do ae Nc Re ny abetedl hus: insite 7 43 unités. 
PEN IRA, a ch S ae tes gen ae Cee an aa ee Pe 390 
SIC ere aaa perce ae se paves cok eves MP ost Vek heres ce a as 235 — 


Le titre trés bas de la toxine produite par lorigine 3 G 
s’explique par le fait que les cultures de cette souche étaient 
placées dans une étuve dont la température est montée a 38°. 

Il nous serait facile de multiplier les exemples de variations 
du pouvoir toxigéne progressives ou brusques qu’il nous 
semble juste de rapporter & des variations de la souche 
employée et que l’un d’entre nous a toujours vues se produire 
depuis 1906. Ces variations, dans une certaine mesure, sont 
peut-étre sous la dépendance de l’exces ou de la rareté de cer- 
tains éléments du milieu de culture, plus nécessaires & certaines 
variétés pour produire une toxine de haut» pouvoir ; 
A. M. Pappenheim et Mueller rappelaient récemment [23] que 
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sur 10 souches dérivées du Park et Williams n® 8, il n’y em 
a pas 2 qui aient les mémes exigences nutritives et produisent 
la méme quantité de toxine. 

La conservation sur sérum coagulé, ne met pas -absolument 
a l’abri de ces variations de l’aptitude toxigéne. En février 
1937, nous avons repris les cultures sur sérum coagulé faites. 
en octobre 1935 avec l’origine Am. 4 colonie, 10 juillet 1935 
qui nous avait donné 50 unités et la série de toxines de haute 
valeur indiquée précédemment (tableau p. 497). 

Les essais de toxine provenant de ]’ensemencement de cette 
origine, comparés a la série courante, sur le méme bouillom 
nous ont donné les résultats suivants =: 


ORIGING 
1 colonic SERIE COURANTE: 
1937 10 juillet et octobre 1€ 
1935 
LOTMATSi ees ay eek hey Mee a cole ae 19 unités. 32 unilés.- 
(BN cleat See aS oe ere he ey ye 28, « 45%. — 
CAPS ui eet ioe meas, SS Gon can 450 — 5) 
ZO NUL CGNs eee clos) Ron Teen hase eee 3300«C ( 4Q 


Dans ce cas particulier ‘faut-il invoquer une réadaptation 
progressive de la souche au milieu en passant par les valeurs: 
419, 28, 45 unités? C’est une question que nous nous sommes: 
posée et qui ne concorde ni avec ce que nous avons écrit 
précédemment sur l’adaptation des souches aux milieux de 
culture, ni avec les résultats obtenus avec cette origine qui 
au bout d’un séjour de trois mois sur sérum coagulé nous 
avait donné 30 unités comme la souche ayant continué ses 
passages sur bouillon (p. 497). Ces discordances nécessitent de 
nouvelles observations. 

Quelques essais de conservation de la culture & Uélat sec 
dans le vide sont encore trop récents pour nous permettre d’en 
tirer des conclusions. 

Dans l’espoir d’obtenir une meilleure stabilisation du pou- 
voir toxigéne nous avons essayé depuis plusieurs années la 
conservation de la souche de Park et Williams n° 8 par 
passage une fois seulement par semaine dans un petit ballon 
renfermant environ 150 cent. cubes du bouillon employé pour 
la préparation de la toxine diphtérique (sans addition de 
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glucides, ni d’acétate de sodium) préalablement recouvert, 
avant stérilisation, d’une couche d’huile de vaseline de 
2 centimétres d’épaisseur. 

Le détail de la technique sera donné dans un travail de l’un 
d’entre nous [24]; bornons-nous ici &8examiner quelques-uns des 
résultats obtenus : Du 23 septembre 1935 au 14 décembre 1936 
nous avons ensemencé parallélement une série de ballons de 
Fernbach renfermant 800 cent. cubes du milieu indiqué précé- 
demment avec une.souche (1 C) entretenue par passages en 
bouillon trois fois par semaine (en oxybiose) et une autre 
souche conservée par passages une fois par semaine dans le 
méme bouillon sous huile de vaseline (en hypoxybiose) que 
nous appellerons. H. V. 


UNITES 


MOYENNE 


Souche 1C . ; 
fois. |. fois. fois. | fois. 
Souche H.V.| 0 4 6 5 

i fois. fois. | fois. 


_ Le tableau ci-dessus, donne la valeur de la toxine obtenue 
au cours de 24 préparations dans le méme milieu. Il apparait 

- nettement que le nouveau procédé de conservation de la fonc- 
tion toxigéne en hypoxybiose se montre au moins de valeur 
égale 4 l’ancien procédé et peut étre méme supérieur tant par 
la moyenne 39 et 41,3, que par l’obtention de plus hautes 
valeurs (45 fois 44 unités et plus contre 7 fois). 


1938 
(6 mois) 


Conservation en oxybiose. Moyenne 
Maxima et minima saat terr aac ean 
Conservation en anonybiose. Moyenne. 
Maxima et minima 
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Pour terminer, nous résumons dans le tableau ci-dessus les 
résultats comparés de ces deux modes de conservation de la 
souche toxigéne, d’aprés la moyenne des valeurs en unités de 
la toxine obtenue pendant le cours de ces derniéres années. 
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ESSAI DE STABILISATION DE LA FONCTION TOXIGENE 
DU BACILLE DIPHTERIQUE 


CULTURE EN HYPOXYBIOSE (°) 


par M. PHILIPPE. 


(Unstitut Pasteur, Service de la diphtérie.) 


Lorsque l’on veut produire une toxine, ayant une valeur 
antigénique suffisamment élevée pour qu’apres sa transforma- 
tion en anatoxine elle puisse assurer une prémunition efficace, 
on est conduit tout naturellement 4 considérer les deux fac- 
teurs qui entrent en jeu dans sa préparation : le milieu de 
culture et le germe microbien. 

Avec G. Loiseau, jai fait précédemment un examen d’en- 
semble de cette question (1), aussi n’y reviendrai-je pas. 

Je me propose d’exposer dans ce travail des résultats, certes 
encore bien imparfaits, mais qui ont pour but de provoquer 
des recherches nouvelles sur la stabilisation des souches micro- 
biennes. 

On dira qu’une souche, destinée par exemple a la production 
des toxines, est stabilisée, au moins relativement, lorsqu’elle 
sera placée dans des conditions de conservation telles que la 
dissociation des germes qui provoquent la formation des filia- 
tions de toxicité graduellement amoindrie d'une part et que 
d’autre part le processus d’oxydo-réduction atteindra la limite 
des conditions compatibles avec la survie dans ces condi- 
tions ; bref que les germes seront en état de vie latente. 
Cet état trouvera évidemment une limite qui sera celle ot le 
germe est repiquable, puis placé dans des conditions défi- 


(*) Résumé communiqué le 28 octobre 1938 au I Congrés des 
Microbiologistes de Langue Francaise, a Paris. 
(1) Ces Annales, 62, 1939, p. 469. 
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nies (2) pourra récupérer au maximum sa fonction toxigéne. 


* 
ee 

Le naturaliste de Blainville a défini la vie comme étant un 
processus continu d’assimilation et de désassimilation. Ceci 
est parfaitement exact en premiére approximation et quel que 
soit organisme auguel on s’adresse. Mais une telle concep- 
tion, si elle satisfait la logique déductive, n’explique pas grand’ 
chose ; c’est la constatation de faits assez élémentaires. 

Pourtant Priestley et Lavoisier avaient bien mis en lumiére 
le rdle de l’oxygéne c’est-a-dire de l’oxydation ou bien, sui- 
vant les conditions dans lesquelles il intervient, de la réduc- 
tion. 

Mais a ]’époque nul n’avait songé a établir une relation 
directe entre ces phénoménes et la vie des organismes. 

Il faut arriver & Pasteur pour voir naitre cette notion. Dans 
son mémoire sur les « Faits nouveaux pour servir a la connais- 
sance de la théorie des fermentations proprement dites » (3) 
il écrit : « ...Guidé par tous ces faits, j’ai été conduit peu a peu 
a envisager la fermentation comme une conséquence obligée 
de la manifestation de la vie, ...quand la vie s’accomplit en 
dehors des combustions directes dues au gaz oxygéne libre... » 
puis, plus loin, envisageant les deux modes de vie de Myco- 
derma vini, il précise qu’ « il n’y a qu’une différence qui est 
« irrécusable : dans un cas la vie de la plante a leu au niveau 
« du liquide, en présence d’air atmosphérique ou mieux de 
« gaz oxygéne (4), tandis que dans l’autre cas elle s’accomplit 
« hors de son influence ou, du moins, au contact d’une quan- 
tité d’oxygéne extrémement faible. » 

Et le génial esprit de généraliser, prudemment d’ailleurs, 
que « la fermentation nous apparait comme wn cas particulier 
d’un phénoméne extrémement général et ]’on pourrait dire 


(2) Ce sont les conditions de milieu de culture qui doivent étre minu- 
tieusement étudiées et mises au point pour qu’il présente un maximum 
de possibilités de production de toxine. 

(3) Pasrgur (L.). C. R. Ac. Sc., 75, 7 octobre 1872, p.-784 

(4) C’est précisément pourquoi il est plus explicite d’employer le mot 
oxybiose au lieu d’aérobiose, l’antonyme ¢tant anoxrybiose 


au lieu 
d’anaérobiose. 
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que tous les étres sont des ferments dans certaines conditions 
de leur vie, car il n’en est pas chez lesquels on ne puisse 
momentanément suspendre l’action du gaz oxygéne libre »; 
enfin il ajoute qu'il « n’a pas encore suivi convenablement ces 
idées nouvelles chez les organes des animaux ». 

On retrouve d’ailleurs des réflexions du méme ordre dans 
son « Examen critique d’un écrit posthume de Claude Bernard 
sur la fermentation alcoolique » (5). 

Armand Gautier eut son attention attirée sur ces faits dont 
certains lui furent communiqués par Pasteur lui-méme, et dés 
18814 il en donna une démonstration chez l’animal. Il découvre 
dans les tissus des mammiféres a l’état normal les leuco- 
mnaines, bases plus ou moins toxiques dont quelques-unes se 
confondent avec les ptomaines putréfactives. Il pense dés 


lors que leur origine était due — comme elle l’est chez les 
microbes aérobies — & une consommation de_ principes 


albuminoides sans intervention de l’oxygéne extérieur. 

Armand Gautier part de ce fait (6) que prés du cinquiéme des 
produits oxygénés qui sortent de l’organisme animal provient 
du dédoublement direct des tissus et des aliments consommés 
sans intervention aucune d’oxygéne libre, puis dans le bilan 
de ce gaz absorbé par les poumons et celui contenu dans les 
excreta, respiration comprise, le rejet de l’oxygéne surpasse 
environ d’un cinquiéme le gaz absorbé. Ainsi donc le cin- 
quiéme du fonctionnement animal se fait par fermentations 
directes par suite de dédoublements ou d’hydratations anaé- 
robies. 

Les expériences de cet auteur mettent en évidence « le fonc- 
tionnement général anoxybiotique, sans aucune spécificité, 
puisqu’il est propre 4 tout tissu vivant et qu’on peut méme 
obliger chacune de nos cellules 4 fonctionner et & vivre unique- 
ment sous la forme anaérobie ». 

Tous ces processus sont d’ailleurs longuement étudiés dans 
son ouvrage « La chimie de la cellule vivante » (7). 

Tels sont les premiers travaux, quelque peu oubliés, pré- 


(5) C. R. Acad. Sc., 87, 25 novembre 1878, p. 813. o 
(6) Lettre & la Gazette hebdomadaire de Médecine, 1° juillet 1881. 
(7) Gautier (A.), 1895, Masson, éditeur. 
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curseurs de la notion moderne d’oxydo-réduction. C’est sous 
la forme physico-chimique qu'il convient d’étudier actuelle- 
ment les phénoménes vitaux, c’est-d-dire dynamiques, les 
opposant par ld aux phénoménes statiques qui sont davantage 
V'apanage de la matiére morte ou inerte, sous réserve toutefois 
que la matiére morte est longtemps le siége de réactions ana- 
logues bien que différentes ayant pour but la destruction du 
cadavre. 

Parmi les travaux récents, Reiss et Vellinger (8) ont montré 
que les ceufs d’oursins peuvent se développer en l’absence 
d’oxygéne en donnant naissance 4 des composés oxydés mais 
que, dans ces conditions, il ne faut pas dépasser le potentiel 
oxydo-réductif d’arrét dont les limites sont comprises entre 
Eun = 0,160 et 0,182, ce qui correspond 4 une valeur rH de 
22 4 22.8 & pH 8,2. Les ceufs dont le développement est. arrété 
pendant quelques heures par un bas potentiel reprennent leur 
développement dés que l’on rétablit les conditions normales. 

Meverhof a mis en évidence que la contraction musculaire 
se fait en deux temps chimiques : le premier anoxybiotique 
producteur d’acide lactique et le second oxydant cet acide 
pour reconstituer le glucose qui l’avait engendré au début. 


* 
* x 


Tous les microbiologistes connaissent la propriété du bacille 
diphtérique vrai, de cultiver dans toute la hauteur d’un milieu 
solide essentiellement destiné 4 la culture des germes anoxy- 
biotiques : la gélose de Veillon. 

Désirant étudier le comportement du bacille diphtérique 
ainsi cultivé, je fus conduit & examiner tout d’abord si l’on 
pouvait obtenir une culture en milieu liquide, pour des raisons 
de commodité de manipulation, protégée du contact de lair 
aussi bien qu’en gélose Veillon. J’ensemencai donc — avec 
une souche du bacille diphtérique de Park et Williams n° & sur 
sérum coagulé — un petit ballon de 150 cent. cubes environ 


(8) Ress (P.) et Vetiinerr (E.). Arch. Phys. biol., 7, mai 1929, p. 80. 
Reiss (P.), Ibid., 8, mai 1930, p. 38. 
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de bouillon spécial pour la diphtérie (9) préalablement: recou- 
vert d’une couche d’huile de vaseline de 2 centimetres 
d’épaisseur (la vaseline ordinaire donne les mémes résultats 
et assure encore mieux l’anoxybiose (10). Dix-huit heures 
aprés l’ensemencement il s’était formé un voile solidement 
maintenu a l’interface, ne se fragmentant pas et donnant seu- 
lement naissance a un fin dépdt pulvérulent de corps micro- 
biens. Ce voile vu a travers la couche huileuse apparait mat, 
chagriné et continu, ce qui le différencie du voile formé au 
contact de l’air qui est fragile, scissuré, lisse, onctueux et 
translucide. 

Aprés un prélévement destiné a faire des constatations d’un 
autre ordre, j’abandonnai ce ballon & 1’étuve. Ce n’est que 
quatre mois aprés que l’idée me vint d’ensemencer cette 
vieille culture dans les conditions requises pour examiner la 
toxine qu’elle produirait. 

Vers la dix-huitiéme heure, comme précédemment, apparut 
un voile complet plus accusé que dans les nombreux autres 
ballons qui avaient été ensemencés en méme temps avec une 
souche entretenue par le procédé classique de repiquage aéro- 
bie (oxybiotique). Les scissures se manifestérent dés l’aprés- 
midi du méme jour et les lambeaux étaient fort nombreux le 
lendemain ; bref cette culture était en avance notable sur les 
témoins. Les premiers essais ont donné des valeurs de la 
toxine comparables aux valeurs obtenues avec la souche 
entretenue en oxybiose et par la suite nettement supé- 
rieures (11). Nous en sommes actuellement au 348° passage 
en hypoxybiose. 

Ce n’est que longtemps aprés le début de ce travail que j’eus 
connaissance de celui de C. Truche, trés antérieur cepen- 
dant (12), qui mentionnait ce « Moyen simple et pratique de 


(9) Soc. Biol., 112, 14 janvier 1933, p. 131. 

(10) La pratique montre en effet que pour assurer l’anoxybiose stricte, 
il faut que le milieu liquide en étude soit recouvert d’une couche 
d’huile de vaseline au moins d’égale épaisseur ; de plus, il est bon que 
les parois du vase en contact avec Vhuile de vaseline soient dépolies 
finement pour assurer une meilleure adhésion huile-paroi. 

(11) Voir Lorsrau (G.) et PHILIPPE (M.). Ges Annales, 62, 1939, p. 469. 

(12) Ces Annales, 38, 1924, p. 516. 


i 
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conservation des germes ». Méme but poursuivi, méme iden- 
tité de vues. Je dois dire que comme cet auteur j’ai pu con- 
server sans repiquages fréquents toute une série de germes 
dont quelques-uns connus pour leur fragilité, notamment le 
gonocoque et le méningocoque. Ce travail en cours sera 
publié ultérieurement. 

Telle est, briévement résumée, la genése de ce travail 
auquel on peut, j’en suis convaincu, apporter beaucoup de 
perfectionnements. Pour imparfaits et inconstants qu’ils soient, 
les résultats que donne cette méthode apparaissent inté- 
ressants et se montrent un peu supérieurs 4 ceux obtenus avec 
Jes méthodes classiques de conservation aérobie. Ce qui rend 
la discrimination critique difficile & Vheure actuelle, c’est, A 
inon sens, l’inconstance du milieu de culture utilisé quoi- 
qu'on puisse constater la supériorité des souches conservées en 
hypoxybiose, sur celles conservées par les procédés classiques 
en usage, par comparaison, dans une méme fabrication de 
bouillon, 

Je ne dirai rien encore du processus physico-chimique qui 
régit ce phénoméne que j’ai nommé hypoxybiose (43). Je l’étu- 
die depuis longtemps, malheureusement des résultats assez 
hétérogénes ne m’autorisent 4 émettre actuellement aucune 
hypothése et encore moins des conclusions. 

J’examinerai successivement les diverses constatations que 
| ai pu faire depuis cing ans que je poursuis ce travail. 


DUREE DE CONSERVATION DES SOUCHES CONSERVEES EN HYPOXY- 
BIosE. — Les souches de bacille diphtérique qui servent a 1’ ob- 
tention de la toxine dans le service de la diphtérie a IInstitut 
Pasteur, sont réguliérement repiquées toutes les quarante-huit- 
soixante-douze heures en bouillon, sans addition d’acétate 
sodique ni de glucides. Les passages fréquents ont pour but 
d’entretenir le pouvoir toxigéne du germe qui, malgré cela, 


(13) C. R. Soc. de Biol., 1937, p. 126, 170. C’est en m’appuyant sur les 
travaux de Pasteur et de Gautier (A.), précédemment cités et aprés 
avoir constaté la possibilité pour le bacille diphtévique de conserver 
longtemps sa fonction toxigéne en l’absence d’orygéne atmosphérique 
que j’ai nommé cette propriété hypozybiose. 
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n’est pas a Vabri d’un affaiblissement progressif ou brusque. 
Aussi, pour pallier & cet inconvénient, fait-on tras fréquem- 
ment des « fixations » de la souche sur sérum coagulé, qui 
est ainsi mise au repos ; ce procédé certes fort utile ne con- 
serve cependant pas toujours intégralement au germe ses qua- 
lités toxigénes qui seules sont intéressantes pour nous. On 
arrive ainsi, toutes qualités du milieu nutritif de développe- 
ment égales s’il se peut, & un affaiblissement progressif ou 
brutal du rendement toxinique qu’ont noté tous les toxi- 
nologues (44). , 

Aussi ai-je recherché tout d’abord les limites de repiquabi- 
lité des souches hypoxybiotiques. J’ai fait les constatations 
suivantes que je vais résumer. De trés vieilles souches de. 
bacille diphtérique datant des années 1893 et 1906, conservées 
sur sérum de boeuf coagulé en tube scellé ont été récupérées 
par le procédé classique qui consiste & recouvrir de bouillon 
frais la surface solide du milieu ensemencé et 4 émulsionner 
par grattage trés léger les colonies dans le liquide. L’un des 
tubes a été remis a4 37° tel quel, tandis que l’autre, de méme 
age et traité de méme facon a été recouvert d’huile de vaseline. 
Aprés des temps variant de quarante-huit 4 soixante-douze 
heures, le voile est apparu a Vinterface bouillon-huile tandis 
qu'il a fallu six & neuf jours pour obtenir de minimes ilots 
dans le tube dont le bouillon n’avait pas été recouvert par 
Vhuile de vaseline. 

Ainsi donc par le procédé a Vhuile on récupére beaucoup 
plus rapidement les anciennes cultures que par le procédé 
courant, bien que ce dernier procédé donne de bons résultats 
lorsqu’il est convenablement appliqué. 

En ce qui concerne les cultures d’entretien des souches 
employées pour l’obtention de la toxine diphtérique, ’ai 


(14) Rappelons qu’en matiére de toxine diphtérique un voile mauvais 
(sec, mat, crayeux, se cassant ou se rétractant prématurément et ne 
donnant pas de lambeaux) annonce certainement une toxine faible, de 
mauvaise qualité, alors qu’un voile luxuriant (onctueux, continu, se 
scissurant rapidement et abandonnant des lambeaux) ne permet pas 
toujours d’obtenir une toxine a haut pouvoir antigénique. C est ainsi 
qu’avec des cultures extrémement satisfaisantes d’aspect j’ai pu voir 
la valeur antigénique varier de 25 4 50 unités, du simple au double. 
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constaté la repiquabilité avec conservation de la propriété 
toxigéne A une valeur convenable (37-40 unités) pendant dix- 
huit mois. Cette propriété s'est montrée suffisamment cons- 
tante pour que le procédé de conservation en hypoxybiose soit 
maintenant employé couramment pour l’obtention de la toxine 
diphtérique. Néanmoins, il va sans dire que la commodité de la 
méthode, qui ne nécessite pas de passages fréquents, ne peut 
étre envisagée encore actuellement qu’a titre expérimental, le 
recul du temps n’étant pas suffisant pour apprécier la conser- 
vation de la fonction toxigéne en fonction du temps de survie 
du germe considéré. 

J’ai été amené aussi a examiner le liquide de culture 
(bouillon) sous huile de vaseline, des petits ballons en hypoxy- 
biose d’ages différents et cela m’a amené a faire des constata- 
tions que je vais exposer. 

Une culture hypoxybiotique de bouillon ensemencé avec le 
bacille diphtérique, produit toujours un peu de toxine. J’ai 
noté des pouvoirs toxiques compris entre le cinquantiéme 
(2-10-7) et le dixiéme de centimétre cube (1.107). Mais l’an- 
cienneté de conservation de la souche en milieu liquide ne 
m’est pas apparue en relation avec l’activité toxinique. J’ai 
donc pensé que la toxine «résiduaire » en quelque sorte, 
pouvait s’étre formée soit parce que l’oxygéne atmosphérique 
avait traversé la couche d’huile, soit en conformité des tra- 
vaux de Pasteur et de Gautier, parce que l’oxygéne avait été 
emprunté au milieu lui-méme. Je crois que cette derniére 
interprétation est la plus vraisemblable, puisque, si l’on 
soumet d’abord au vide de 4 millimétre de Hg du_ bouillon 
ensemencé recouvert ou non d’huile et qu’on remplace le peu 
d’air restant par de l’azote préalablement purifié pour lui 
enlever les traces d’oxygéne qu’il contient et qu’on laisse 
ensuite la culture se faire dans cette atmosphére d’azote, on 
obtient toujours de la toxine dans les proportions indiquées 
plus haut. 

Ceci semble bien confirmer les idées de Pasteur et d’Ar- 
mand Gautier sur la possibilité du fonctionnement anox vhio- 
tique de la cellule. 
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TECHNIQUE ACTUELLE DE LA PREPARATION DES SOUCHES QUI 
SERVENT DE SEMENCE POUR L’OBTENTION DE LA TOXINE. — Au 
cours de mes trés nombreuses expériences, j’ai été amené a 
adopter la technique suivante que j’emploie couramment, bien 
que, je le répéte, elle n’ait qu’un caractére provisoire, d’autres 
perfectionnements étant a l'étude. 

La souche est repiquée toutes les semaines sur du bouillon 
frais recouvert d’huile de vaseline, mais sans addition d’acé- 
tate sodique ni de glucides. En méme temps, je la « fixe » sur 
du sérum coagulé également recouvert en totalité d’huile de 
vaseline. La culture se fait comme dans les conditions ordi- 
naires, une fois amorcée le tube est scellé et conservé a l’obs- 
curité et & la température ordinaire. Lorsqu’on veut utiliser la 
souche, on préléve une colonie que l’on porte dans un tube de 
bouillon recouvert d’huile. Aprés vingt-quatre ou quarante- 
huit heures, on retire Vhuile a l’aide d’une pipette et on 
émulsionne le voile dans la masse du bouillon en roulant le 
tube entre les mains. On obtient une émulsion trés fine, — 
d’autant plus fine que l’agitation est plus prolongée, — qui est 
reportée dans un petit ballon dit d’ensemencement contenant 
150 cent. cubes environ de bouillon pur. Aprés vingt-quatre 
heures de séjour 4 ]’étuve, on obtient un voile exubérant, 
donnant de larges et abondantes scissures qui, aprés agitation, 
sert A ensemencer une série de ballons de Fernbach. 


MYCOSE CEREBRALE DU FURET 
A LICHTHEIMIA CORYMBIFERA 


par P. LEPINE, J. MAGROU et M" V. SAUTTER. 


Unstitut Pasteur.) 


Nous avons eu l’occasion d’observer, chez un furet (Putorius 
furo L.), un abcés cérébral & point de départ extra-dure-mérien, 
dans le pus duquel l’examen direct montrait la présence d’élé- 
ments mycéliens que l’ensemencement sur milieux de culture 
spéciaux nous a permis de rapporter, aprés identification, a 
une infection spontanée par Lichtheimia corymbifera. Cette 
Mucorinée appartient au genre Lichtheimia Vuillemin, 1904, 
dont Pespéce en cause, Lichtheimia corymbifera (Gohn) 1884 
(= Mucor corymbifer Cohn, 1884), a déja été reconnue comme 
pathogéne pour homme, chez qui on l’a rencontrée a titre 
d’agent d’otomycoses et de rhinomycoses, de mycoses pulmo- 
naires, voire de mycoses généralisées. C’est, croyons-nous, la 
premiére fois que cette espéce est rencontrée chez le furet. 

Au mois de décembre 1937, 2 furets malades sont adressés 
& lun de nous par le D* Seidengart, de Paris. Ces furets pro- 
viennent d’une ferme de campagne ot auraient récemment 
été observés plusieurs cas de poliomyélite humaine, et c’est 
a cette circonstance, qui nous parait a priori fortuite, que 
leur état doit d’avoir été remarqué par un ceil médical. Les 
2 animaux sont, en effet, manifestement malades : maigres, 
de poil hérissé, ils ne s’alimentent qu’en buvant un peu de 
lait et sont atteints de diarrhée. L’un d’eux (furet n° 4) pré- 
sente une paraplégie du type flasque : les pattes postérieures 
sont molles et inanimées, l’animal ne pouvant se déplacer 
qu avec l’aide du bipéde antérieur. L’autre furet (n° 2) pré- 
sente un état général aussi déficient que celui de son congé- 
nere, mais sans signes paralytiques. 

Les animaux sont observés pendant une huitaine de jours, 
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au cours desquels leur état, d’abord stationnaire, s’aggrave 
par la suite. Le furet n° 1 est sacrifié le 15 décembre 1937. Le 
furet n° 2 est sacrifié le 16 décembre 1937. 

Disons tout de suite que, chez ce dernier animal, l’autopsie 
ne montre rien de notable. En particulier, la rate et le névraxe 
présentent un aspect normal. Les cultures des différents 
organes sur milieux habituels restent stériles ; l’examen histo- 
logique ne montre rien de remarquable, 4 part, dans le cer- 
veau, une légére réaction méningée, sans encéphalite, dans 
le rein quelques foyers d’infiltration leucocytaire a topographie 
surtout périglomérulaire, et dans le foie une stéatose d’inten- 
sité moyenne. Les passages effectués avec le cerveau du furet 
n° 2 sur 2 lapins, 2 cobayes, 2 rats blancs et 4 souris, sont 
demeurés enti¢rement négatifs. 

Aucune culture sur milieux spéciaux n’ayant été faite avec 
les organes du furet n° 2 (le diagnostic des lésions trouvées 
chez le furet n° 1 n’étant pas encore posé & ce moment) et 
l’examen de ses organes ne montrant ni abcés, ni formations 
parasitaires, la nature des troubles qu’il présentait demeure 
incertaine. 

Par contre, l’autopsie du furet n° 1 devait réserver des 
surprises : a l’ouverture de |’abdomen, on remarque la rate, 
qui est trés grosse (poids : 7 gr. 5), sans abcés visible ; les 
autres organes thoraco-abdominaux ne présentent rien d’anor- 
mal & l’examen macroscopique ; les frottis ne montrent rien 
non plus & l’examen microscopique. Les cultures du sang sur 
milieux usuels restent stériles ; celles du rein et de la rate 
donnent des cultures du bacille du cdélon. 

A Vouverture de la cavité cranienne, on note immédiate- 
ment un abcés de la base du crane, siégeant 4 la région 
temporo-pariétale droite ; cet abcés est extra-dure-mérien et 
comprime l’hémisphére cérébral droit, aux méninges duque! 
il adhére trés fortement ; par sa topographie et son aspect, il 
rappelle les abcés méningés d’origine otitique que l’on observe 
chez l’enfant. Malegré la présence de cet abcés, les cultures 
du cerveau et de la moelle sur milieux ordinaires resteront 
stériles. 


EXAMEN DU PUS DE L’ABCES. — Des frottis de l’abcés, examinés 


512 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


extemporanément et colorés par la méthode de Gram, ne 
montrent pas d’éléments microbiens visibles. Par contre, les 
frottis colorés au Ziehl mettent en évidence, au milieu des 
polynucléaires et du magma puriforme qui composent l’abcés, 
des éléments courts, trapus et ramifiés, dont la nature mycé- 
lienne parait indiscutable, mais qu’en l’absence d’éléments 
spécifiques il est impossible d’identifier. Les ensemencements 
du pus sont alors immédiatement pratiqués sur pomme de 
terre glycérinée et sur gélose de Sabouraud. 


EXAMEN HISTOLOGIQUE. — Cerveau : On note une méningite 
d’intensité moyenne, généralisée a toute lenveloppe méningée. 
Au niveau de la région temporo-pariétale droite existe une 
épaisse plaque de méningite. L’encéphale sous-jacent présente 
quelques lésions d’infiltration, avec une certaine réaction péri- 
vasculaire. Il n’y a pas d’encéphalite généralisée, ni de foyers 
hors de la région cérébrale qui avoisine l’abcés, 

Moelle : Normale. 

Poumon : Léger cedéme alvéolaire. 

Rein : Légére infiltration leucocytaire de la région sous- 
corticale. Pas de iésions du systéme urinilére. 

Foie : Dégénérescence graisseuse d’intensité moyenne, avec 
existence de petits foyers infiltratifs disséminés, A topographie 
périvasculaire ; voies biliaires : normales. 

Rate : Hyperplasie intense du systéme lymphoide 
d’abceés. 


; pas 


Dans aucun des différents organes, les colorations spéciales 
ne permettent de mettre en évidence d’éléments mycéliens. 


PASSAGES DU CERVEAU DU FURET. — Le cerveau du furet n° 4, 
conservé a la glaciére jusqu'a ce qu’un diagnostic de la nature 
de l’abcés présenté ait pu étre établi, a servi & des passages 
qui ont été effectués le 23 décembre 1937. Avec une émulsion 
du cerveau, on inocule, par voie intracérébrale : 

1° 1 furet neuf (n° 3) ; celui-ci succombe le 26 décembre 
(quatriéme jour). La culture du systéme nerveux et des diffé- 
rents organes est négative ; l’autopsie montre une broncho- 
pneumonie bilatérale et un foie chamois atteint de dégéné- 
rescence graisseuse. L’examen histologique des organes con- 
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firme ce diagnostic. Il n’y a rien aux autres organes. Les 
cultures sur milieux spéciaux demeurent stériles. 

2° 2 lapins, n® 809 A et 810 A, 2 cobayes, n°* 1079 et 1081, 
2 rats blancs, 4 souris sont de méme inoculés par voie intra- 
cérébrale. Tous ces animaux demeurent en bonne santé. IIs 
sont sacrifiés le 22 janvier 1938. Les cultures et l’examen 
histologique des différents organes sont entiérement négatils. 


CULTURE DE L’ABCES CEREBRAL. — Les cultures pratiquées 
lors de l’autopsie du furet, soit sur pomme de terre glycérinée, 
soit sur gélose de Sabouraud, ont été les unes placées a |’étuve 
a 37°, les autres laissées a la température du laboratoire. 
Toutes ont rapidement donné naissance a des cultures abon- 
dantes, en quarante-huit heures a I’étuve, en trois a quatre 
jours a la température du laboratoire, d’un mycélium rem- 
plissant les tubes de culture d’un feutrage exubérant et soyeux. 


DETERMINATION DU PARASITE. — L’observation des tubes de 
culture montre la poussée d’un mycélium en gazon, d’abord 
blanc, puis fructifiant en gris. On constate, au microscope, 
Vexistence de sporangiophores dressés, portant un sporange 
terminal (cf. planche, fig. 1) et des verticilles de rameaux, 
également terminés par un sporange ; souvent aussi, le sporan- 
giophore principal se termine par un bouquet de sporanges, 
porté par des pédicelles groupés en ombelles ou, plus rarement, 
en corymbes ou en grappes : sporanges sphériques ou subsphé- 
riques et, dans ce dernier cas, un peu plus larges que hauts 
(214 x 24430 x 364), portés par une apophyse incolore en 
forme d’entonnoir; columelle conique s’affaissant dans l’apo- 
physe aprés la déhiscence, membrane du sporange disparais- 
sant & maturité, sauf a la base ot elle persiste sous forme de 
collerette entourant la columelle, spores ovales de 2,1-3,5 x 4,2 u; 
rhizoides inconstants. Ces caractéres permettent d’identifier les 
éléments observés A Lichtheimia corymbifera (Cohn), 1884. 


PouvotrR PATHOGENE DES CULTURES. — Nous avons recherché 
le pouvoir pathogéne de la souche isolée par culture de l’abces 
cérébral du furet. Le 29 janvier 1938, on préléve au fil de 
platine une touffe mycélienne dans une culture sur gélose de 
Sabouraud, ayant abondamment poussé a la température du 
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laboratoire ; le mycélium ainsi recueilli avec ses fructifications 
est suspendu dans 10 cent. cubes d’eau physiologique et agité. 
1 lapin n° 888 A recoit, par voie intraveineuse, 2 cent. cubes 
de 1’émulsion ainsi préparée ; l’animal succombe le 4 février 
1938 (septiéme jour). A l’autopsie, les reins apparaissent tache- 
tés de blanc grisdtre, les poumons Iégérement congestionnés ; 
la rate est grise ; le foie présente & sa surface un petit nodule 
blanchatre. La culture du sang et des différents organes sur 
milieux bactériologiques usuels demeure stérile. Par contre, 
Vensemencement sur gélose de Sabouraud de la pulpe du rein 
donne naissance 4 une culture reproduisant les caractéres de 
Lichthermia corymbifera. 

L’examen histologique des organes du lapin montre les 
lésions suivantes : 

Rein : Les coupes montrent de vastes zones de nécrose avec 
infiltration, dans lesquelles le parenchyme rénal est presque 
entiérement détruit. La ot le tissu rénal est encore reconnais- 
sable, on voit, aux faibles grossissements, une infiltration 
intense, qui s’étend parallélement aux tubes droits. A un plus 
fort grossissement, on note une desquamation de |’épithélium 
des tubes, dont la lumiére est envahie par des leucocytes et 
de nombreux débris cellulaires nécrosés en amas. Ces amas 
forment souvent de vastes plages, dans lesquelles l’architec- 
ture de l’organe disparait complétement. Soit dans la zone de 
nécrose, soit dans celle d’infiltration, les lésions sont abon- 
damment envahies par des filaments mycéliens épais, irré- 
guliérement calibrés, non cloisonnés, ramifiés, rampant dans 
les tubes uriniféres, les glomérules et les foyers d’infiltra- 
tion (cf. planche, fig. 2). 

Cerveau : Méningite légére, s’étendant aux septums dans 
le parenchyme, foyers inflammatoires localisés, constitués 
principalement par des mononucléaires, parmi lesquels on 
retrouve des troncs mycéliens de méme caractére que ceux 
du rein ; ébauche de manchons périvasculaires. 

Rate : Hyperplasie des follicules. On retrouve le mycélium 
dans la rate, mais il y est moins abondant que dans le rein. 

Fove : Il existe dans le foie de nombreux foyers inflamma- 
toires et un abcés volumineux, dans lequel on trouve quelques 
rares éléments parasitaires. 


, MYCOSE CEREBRALE DU FURET BAS 


Poumons : Lésions de congestion légére ; le parasite n’est 
pas retrouvé. 

En conclusion, les organes du lapin présentent des lésions 
généralisées, d’aspect typique, mais prédominant surtout dans 
le rein, confirmant la nature et le réle du champignon patho- 
géne incriminé. 

Les photomicrographies, dues & M. Jeantet, qui accom- 
pagnent ce travail, complétent la description de cette obser- 
vation, quil nous a semblé intéressant de rapporter. 


EXPLICATION DE LA PLANCHE 


Fic. 4. — Culture sur lame du champignon (Litchtheimia corymbifera). Spo- 
ranges portés par des sporangiophores ramifiés, élargis en « apophyse » 
au-dessous de la fructification. < 250. 


Fic. 2. — Coupe dans le rein du lapin inoculé avec la culture du parasite. 
Touffe de mycélium ramifié, dans un tube droit a épithélium desquamé et a 
lumiére envahie par des leucocytes et des débris cellulaires nécrosés. X 717. 
(Clichés Jeantet.) 


SUR LA TRANSMISSIBILITE DE LA PESTE PORCINE 
A DIVERSES ESPECES ANIMALES 


par H. JACOTOT. 


(Institut Pasteur de Nhatrang, Indochine.) 


La peste porcine a toujours été considérée comme une 
maladie spéciale aux suidés. Pourtant, il y a quelques années, 
Charles Nicolle et L. Balozet ont réalisé une expérience qui leur 
a permis de conclure que cette maladie pouvait étre transmise 
expérimentalement & l’>homme sous forme inapparente (4). 

Plus récemment, Le Chuiton, Mistral et Dubreuil ont conclu 
d’expériences elfectuées sur le cobaye que, inoculé a cet animal 
par voie testiculaire ou cérébrale, le virus de la peste porcine 
lui donne une maladie fébrile, tout en perdant, au cours méme 
du premier passage, son pouvoir pathogéne pour le pore et la 
faculté d’immuniser cet animal (2). : 

A dire vrai, dans ces conditions et s’agissant en Il’espéce 
d’un germe invisible et incultivable, on n’imagine pas trés 
clairement ce qui a déterminé ces auteurs a attribuer la maladie 
fébrile transmise de cobaye 4 cobaye au virus pestique du 
pore plutdot qu’a un autre germe virulent particulier au cobaye. 

Dans deux notes antérieures, nous avons démontré que la 
peste porcine était transmissible sous forme absolument inap- 
parente dans la presque totalité des cas, d’une part au mouton 
et a la chévre (3), d’autre part a divers mammiféres et méme 
a des oiseaux (4). 

Nous exposerons ici, avec quelques détails, les recherches 
expérimentales dont cette étude a été l’objet 

D’une maniére générale, les essais de transmission ont été 


(1) C. R. Acad. des Sciences, 194, 1932, p. 1537. 

(2) C. R. Acad. des Sciences, 202, 1936, p. 96. 

(83) C. R. Acad. des Sciences, 203, 1936, p. 1297. 

(4) Bull. Acad. Vétérinaire de France, 10, 1937, p. 280. 
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faits conformément au protocole suivant : inoculation en plu- 
sieurs points, au sujet choisi, de sang virulent défibriné prélevé 
sur un porcelet lui-méme inoculé de peste porcine cing jours 
avant ; puis, plusieurs fois de suite, prise de sang loin des 
points d’inoculation et injection immédiate & un ou deux porce- 
lets neufs ; lorsque cette inoculation d’épreuve était suivie de 
maladie, on effectuait parfois des passages sur porcelets : dans 
le cas contraire, les porcelets restés indemnes étaient réinoculés 
ultérieurement avec du virus authentique ; l’examen microsco- 
pique et l’ensemencement du sang des porcelets malades per- 
mettaient de préciser la nature inframicrobienne de |’agent 
causal ; on s’assurait au besoin qu’il s’agissait bien du virus 


de la peste porcine en inoculant des porcs guéris de cette 
maladie. 


TRANSMISSION PAR INOCULATION SOUS-CUTANEE. 


EssaAIS DE TRANSMISSION AU CHEVAL. -— Six essais ont été effec- 
tués dont quatre ont été positils. 


ExpéRieNcE. — La jument 126, de trois ans et demi, et son poulain de 
huit mois (chevaux d’Annam |’un et |’autre), recoivent chacun en quatre 
points 20 cent. cubes de sang défibriné frais d’un porcelet de passage. 
Trois fois ensuite, trois, six et neuf jours aprés cette inoculation on 
prend, par ponction de la jugulaire, d’une part, 20 cent. cubes de sang 
citraté & la jument et on injecte ce sang par voic hypodermique au 
porcelet neuf 1438; d’autre part, 20 cent. cubes de sang citraté au 
poulain et on injecte ce sang au porcelet 1450. Les deux porcelets 
contractent une peste mortelle en douze jours, & dater de l’inoculation 
premiére, le premier avec une incubation de deux jours et demi, le 
deuxiéme avec une incubation de trente-six heures. Au surplus, le sang 
du porcelet 1438 prélevé 4 deux reprises dans les intervalles des injec- 
lions de sang de la jument, donne a un porcelet neuf une peste mortelle 
en neuf jours ; le sang du porcelet 1450 donne, dans les mémes condi- 
tions, au porcelet neuf 1498 une peste mortelle en dix jours. 


EssalIs DE TRANSMISSION AU VEAU. — Quatre essais ont été effec- 
tués qui tous ont été positifs. 


Expkrience. — Les veaux 4968 et 4969, dgés de quinze mois (veaux 
d’Annam), recoivent chacun par yoie hypodermique et en cing points 
25 cent. cubes de sang défibriné d’un porcelet de passage ; trois fois 
dans la suite, trois, six et neuf jours aprés cette inoculation on prend 
4 chacun d’eux 20 cent. cubes de sang citraté ; on injecte le sang du 
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premier au porcelet 1451 et le sang du second au porcelet 1446 ; ces 
porcelets contractent l’un et l’autre la peste avec incubations respec- 
tives de deux jours et trente-six heures ; ils meurent, l’un dix jours 
et autre quinze jours aprés |’inoculation premiére. 

Au surplus, le sang’du porcelet 1451, prélevé dans les conditions 
précédemment indiquées, donne au porcelet neuf 1509 une peste mor- 
telle en sept jours, tandis que le sang du porcelet 1446 donne au porcelet 
neuf 1519 une peste mortelle en dix jours. 


FssaAls DE TRANSMISSION AU BUFFLON. —— Quatre essais ont été 
effectués dont trois ont été positifs. 


Expérience. — 2.jeunes bufflons annamites, G. F. et G. G., recoivent 
chacun en cing points 50 cent, cubes de sang défibriné d’un porcelet 
de passage ; apres trois, six et neuf jours on prend chaque fois 20 cent. 
cubes de sang citraté au bufflon G.F. pour inoculer le porcelet neuf 
1229 et 20 cent. cubes au bufflon G. G. pour inoculer le porcelet neuf 
1231 ; ces porcelets meurent de peste, lun quatorze jours aprés l’ino- 
culation premiére, et l’autre douze jours ; pour l’un et lautre la période 
d@incubation a été de trois jours. 

Le sang du porcelet 1229 donne une peste mortelle 4 un autre porcelet 
neuf et laisse indemne un porcelet guéri de peste porcine, on arrive 
exactement aux mémes résultats avec le sang du porcelet 1231. 


EssaIs DE TRANSMISSION AU MOUTON. — De multiples essais ont 
été effectués qui tous ont été positils. 


ExprrRience. — 2 moutons adultes A et B, de croisement kélantan- 
berrichon, recoivent chacun, en quatre points, 20 cent. cubes de sang 
défibriné d’un porcelet de passage. Quatre et six jours aprés on prend 
25 cent. cubes de sang 4 chacun de ces moutons pour ineculer respec- 
tivement les porcelets neufs 843 et 846 ; le premier contracte une peste 
mortelle en dix jours, et le deuxiéme une peste mortelle en dix-huit 
jours. 


Essais DE TRANSMISSION A LA CHEVRE. — De multiples essais 
ont été effectués qui tous ont été positils. 


Exprrrences. — 1° La chévre annamite 82 recoit en quatre points 
2C cent. cubes de sang défibriné d’un porc de passage ; cing jours aprés, 
on lui prend du sang et on en inocule 5 cent. cubes 4 un porcelet neuf et 
5 cent. cubes 4 un porcelet guéri de la peste, Le deuxiéme reste indemne, 
le premier contracte une peste mortelle en quinze jours, la période 
d’incubation ayant été de deux jours. 

2° Les chevreaux annamites 78 et 79 recoivent chacun 10 cent. cubes 
de sang défibriné d’un porcelet de passage ; cinq jours aprés on leur 
prend 10 cent. cubes de sang a chacun et on injecte le tout A un 
porcelet neuf 1106 ; il contracte une peste mortelle en dix-sept jours 
avec période d’incubation de trois jours. 
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Essais DE TRANSMISSION AU COBAYE. — Les essais ont été effec- 
tués d’une part sur des cobayes tricolores (blanc, noir et jaune), 
dont l’élevage est pratiqué par les Annamites, et, d’autre part, 
sur des cobayes fauves originaires du Pérou. 

Les prises pratiquées trois, six et neuf jours aprés l’inocula- 
tion virulente n’ont pas permis de déceler le virus pestique 
dans le sang des cobayes tricolores d’Indochine ; il n’en a pas 
été de méme en ce qui concerne les cobayes péruviens. 


EXPERIENCE. — Six cobayes adultes du Pérou recoivent chacun en 
deux points, 4 cent. cubes de sang défibriné d’un porcelet de passage. 
Trois jours aprés, on saigne deux de ces cobayes et on inocule 6 cent. 
cubes du mélange de leur sang a un porcelet neuf 1825 ; il contracte 
une peste mortelle en neuf jours avec une incubation de trois jours. 

Trois jours plus tard, on saigne 2 autres cobayes et on inocule un autre 
porcelet neuf 1812 ; il contracte une peste mortelle en dix-sept jours 
avec incubation de sept jours. 

Trois jours plus tard encore, on saigne les derniers cobayes et on 
inocule le porcelet neuf 1824, il reste indemne et, ultérieurement, 
contracte la peste aprés inoculation de sang virulent de porc. 


EssaIs DE TRANSMISSION AU LAPIN. — Les essais ont porté sur 
12 lapins d’Indochine ; le virus a pu étre mis en évidence deux 
fois, trois et quatre jours aprés linoculation. 


Expiérience. — 6 lapins recoivent chacun en deux points 3 cent. cubes 
de sang défibriné d’un porcelet de passage. 

Quatre jours aprés on saigne a blanc 2 de ces lapins et on injecte 
40 cent. cubes du mélange de leur sang a un porcelet 1729 ; ce porcelet 
contracte une peste mortelle en vingt-sept jours avec incubation de 
deux jours et demi. 

Trois et six jours plus tard, on renouvelle l’opération en utilisant 
successivement les autres lapins ; les porcelets neufs, qui regoivent leurs 
sangs mélangés deux 4 deux, restent: indemnes ; ils mourront ultérieu- 
rement de peste aprés inoculation de sang virulent de porc. 


EssAIS DE TRANSMISSION AU CHIEN. — Quatre essais ont été 
effectués dont un seul a été positif. 


Expérience. — Un chien annamite de deux ans recoit en deux points 
30 cent. cubes de sang virulent. Trois, six et neuf jours aprés on lui 
prend 20 cent. cubes de sang pour inoculer le porcelet neuf 1675. 
Celui-ci contracte une peste mortelle en dix-sept jours avec incubation 
de trois jours ; immédiatement aprés la mort on préléve la rate de 
ce porcelet ; on en fait une émulsion au 1/10 dont on inocule 1 cent. 
cube au porcelet neuf 1768 et dont on fait ingérer 10 cent. cubes au 
porcelet neuf 1779 ; le premier fait une peste mortelle en treize jours, 
le deuxiéme une peste mortelle en quatorze jours. 
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EssAIs DE TRANSMISSION A DES VIVERRIDES. — Quatre essais ont 
été effectués ; trois d’entre eux ont été négatifs, il s’agissait 
de deux civettes du genre Viverra et d’une civette du genre 
Herpester ; le quatriéme a été positif. 


ExpérieNce. — Linsang pardicolore (Hodgs) adulte, regoit en quatre 
points 20 cent. cubes de sang virulent ; trois, six et neuf jours aprés 
on lui prend chaque fois 3 cent. cubes de sang pour inoculer le porcelet 
neuf 1256 ; celui-ci contracte une peste mortelle en trente-deux jours 
avec incubation de six jours ; son sang prélevé au cours de la maladie 
et inoculé a la dose de 8 cent, cubes A un autre porcelet neuf lui 
transmet une peste mortelle en vingt-sept jours avec incubation de deux 
jours. 


EssalIs DE TRANSMISSION AU CHAT. — Quatre essais ont été effec- 
tués qui tous ont été positils. 


Expfrience, — 2 jeunes chats, 1 et 2, recoivent chacun en deux points 
15 cent. cubes de sang virulent ; aprés trois, six et neuf jours on leur 
prend chaque fois, 4 chacun, 2 cent. cubes de sang pour inoculer 
respectivement les porcelets neufs 1559 et 1555; le premier contracte 
une peste mortelle en vingt-six jours avec incubation de huit jours ; 
le deuxiéme contracte une peste mortelle en quinze jours avec incu- 
bation de trois jours et demi. Le sang du porcelet 1559 donne 4 un 
porcelet neuf une peste mortelle en dix-sept jours et le sang du porcelet 
1555 donne a un autre porcelet neuf une peste mortelle en quatorze 
jours. 


EssaIS DE TRANSMISSION AU SINGE. — Trois essais ont été effec- 
tués qui tous les trois ont été positifs. 


EXPERIENCES. — 1° Macacus tcheliensis adulte, recoit en cing points 
25 cent. cubes de sang virulent ; aprés trois, cing, sept et neuf jours, 
on lui prend chaque fois 3 cent. cubes de sang pour inoculer le porcelet 
neuf 1281 ; celui-ci contracte une peste mortelle en seize jours avec 
incubation de cing jours ; son sang inoculé & la dose de 3 cent. cubes 
a un autre porcelet neuf lui donne une peste mortelle en vingt et un 
jours avec incubation de trente-six heures. 

2° Macacus cynomologus adulte, recoit en cing points 20 cent. cubes 
de sang virulent ; aprés trois, six et neuf jours on lui prend chaque 
fois 3 cent. cubes de sang pour inoculer le porcelet neuf 1496 ; celui-ci 
contracte une peste mortelle en trente-deux jours avec incubation de 
quatre jours. 


EssAIS DE TRANSMISSION AU PIGEON. — Les essais ont porté sur 
14 pigeons qui ont été l’objet de prises de sang trois, six et 
neuf jours aprés l’inoculation virulente ; le virus n’a pu étre 
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la ld ) . , 0 C; , - 5 
décelé qu’une fois dans le sang d’oiseaux inoculés trois jours 
avant. 


ExpERIENCE, — 6 pigeons d’Annam recoivent chacun en deux points 
2 cent. cubes de sang virulent, Aprés trois, six, neuf jours, on saigne 
a blanc deux de ces pigeons chaque fois, pour inoculer respectivement 
les porcelets neuf 1561, 1570, 1584 ; les deux derniers restent indemnes : 
ils contractent ultérieurement la peste aprés inoculation de sang viru- 
lent de porc. Le porcelet 1561, au contraire, contracte une peste mortelle 
en dix-huit jours avec incubation de trois jours ; son sang, inoculé a 
un autre porcelet neuf, lui donne une peste mortelle en dix jours avec 
incubation de deux jours. 


KssaIs DE TRANSMISSION A LA POULE. — Les essais ont porté 
sur 6 poules et ont été effectués selon le protocole appliqué 
aux pigeons, le virus pestique n’a pas pu étre mis en évidence. 


Essals DE TRANSMISSION AU FAISAN. — Trois essais ont été 
effectués sur des éperonniers de la Cochinchine et du Sud- 
Annam ; deux ont été négatifs et le troisitme a donné un 
résultat douteux. 


Expérience. — Polyplectrum germaini (Elliot), recoit 2 cent. cubes 
de sang virulent ; trois jours aprés on le saigne et on inocule 6 cent, 
cubes de son sang au porcelet neuf 1543 ; ce porcelet reste indemne 
pendant vingt jours, puis il fait une peste mortelle en huit jours ; la 
durée de la période intermédiaire est telle ici que l’on peut penser 
A une contamination accidentelle. 


TRANSMISSION PAR INOCULATION INTRATESTICULAIRE. 


Elle n’offre aucune difficulté dans les espéces trés réceptives 
comme les ovins et les caprins. 


Expfriences. — 1° Le jeune bouc annamite 54 recoit 2 cent. cubes 
de sang virulent dans chacun des testicules ; trois jours et cing jours 
aprés on lui prend 25 cent. cubes de sang dans la jugulaire et on inocule 
le porcelet neuf 787 ; celui-ci contracte une peste mortelle en treize 
ours. 
2° Le jeune bélier de croisement 3 recoit dans chacun des testicules 
5 cent. cubes de sang virulent ; aprés quatre et six jours on lui prend 
15 cent. cubes de sang et on inocule le porcelet neuf 841 ; ce porcelet 
contracte une peste mortelle en quinze jours. 
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TRANSMISSION PAR INOCULATION INTRACEREBRALE. 


Elle est généralement facile a réaliser. 


Expériences. — 1° La chévre annamite 51 recoit en chacun des hémis- 
phéres cérébraux 1 cent. cube de sang virulent ; trois jours aprés on 
lui prend 25 cent, cubes de sang et on inocule le porcelet neuf 783 ; 
ce porcelet contracte une peste mortelle en quatorze jours. 

2° Le mouton de croisement 82 recoit dans chacun des hémisphéres 
cérébraux 0 c. c. 25 de sang virulent ; six jours aprés on le sacrifie ; 
on préléve Join du point d’inoculation un fragment de son cerveau, 
on en fait une émulsion au 1/5 dont on inocule 2 c. c. 5 a un porcelet 
neuf ; celui-ci contracte une peste mortelle en vingt-six jours avec incu- 
bation de quatre jours. Cinq passages de cerveau a cerveau sont effectués 
avec succes chez le mouton. 


TRANSMISSION per OS. 


Expérience. — En prenant quelques précautions pour ne pas blesser 
la muqueuse buccale, on fait ingérer 4 1 chévre 50 cent. cubes de sang 
virulent, et 50 cent. cubes 4 1 mouton ; puis, quatre, six et huit jours 
aprés on prend chaque fois 50 cent. cubes de sang 4 la chévre pour 
inoculer le porcelet neuf 914 et 50 cent. cubes de sang au mouton pour 
inoculer le porcelet neuf 906 ; le premier contracte une peste mortelle 
en neuf jours avec incubation de trente-six heures, le deuxiéme une 
peste mortelle en vingt-trois jours avec incubation de trois jours. 


TRANSMISSION PAR CONTACT. 


ExpERIENCE. — Dans une salle ot se trouvent six porcelets qui ont 
été inoculés la veille, on place une jeune chévre et un jeune mouton ; 
on s’abstient de prendre la température des deux petits ruminants mais 
Vherbe leur est distribuée 4 méme le sol ot: les excréta des porcelets 
peuvent Ja souiller. A partir du septiéme jour et tous les trois jours, 
quatre fois de suite on saigne la chévre et le mouton, en s’entourant 
des précautions de rigueur et l’on injecte chaque fois au porcelet neuf 
851 le sang de la chévre, au porcelet 857 le sang du mouton. Le porcelet 
851 commence a présenter de la fiévre huit jours aprés avoir recu la 
premiére injection de sang ; sa peste évolue cliniquement en quatre 
jours et se termine par la mort. 

Le porcelet 857 commence 4 réagir quatre jours aprés la premiére 
inoculation ; sa peste évolue cliniquement en vingt-cinqg jours et se 
termine par la mort. Si l’on en juge par la date d’apparition du virus 
dans le sang, Je mouton parait s’étre contaminé plus rapidement que 
la chévre. 
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PASSAGES EN SERIE. 


Tous les essais ont été effectués sur des petits ruminants. 

On a fait cing passages successifs de cerveau A cerveau de 
mouton et, d’autre part, cing passages également de cerveau 
a cerveau de chévre. Le premier mouton et la premiére chévre 
ont regu chacun 0 c. c. 28 de sang virulent de pore dans chaque 
hémisphére cérébral ; pour les inoculations suivantes, on sacri- 
fiait le donneur de virus par saignée totale, on prélevait son 
cerveau, on éliminait la partie de la substance nerveuse avoi- 
sinant le point d’inoculation, avec le reste on faisait une 
émulsion au cinquiéme dont on inoculait 5 cent. cubes par 
voie cérébrale. moitié 4 droite, moitié A gauche, 4 un mouton 
ou a une chévre, et 5 cent. cubes par voie hypodermique a un 
porcelet neuf. Tous les porcelets sont morts de peste, attestant 
que le virus était passé, sans défaillance, cing fois de suite par 
_le cerveau du mouton ou de la chévre. 

On a fait, d’autre part, cing passages successifs par testicule 
de bélier et autant par testicule de bouc ; 4 chaque passage, on 
inoculait 2 c. c. 8 de sang du donneur, bélier ou bouc, dans 
chacun des testicules du récepteur, bélier ou bouc, et la méme 
quantité sous la peau d’un porcelet neuf. Dans cette expérience 
encore, tous les porcelets témoins sont morts de peste. 

Enfin, chez les moutons comme chez les chévres, plusieurs 
expériences de passages par inoculation de sang sous la peau 
ont donné des indications toujours positives chez les porcelets 
de controle. On injectait au récepteur 10 ou 15 cent. cubes de 
sang défibriné du donneur de virus. 


CARACTERES DE L INFECTION. 


On peut considérer, d'une maniére générale, que, dans les 
especes envisagées, l’infection, lorsqu’elle évolue, reste abso- 
lument inapparente ; en certains cas, on peut relever des irre- 
gularités thermiques ou des troubles discrets de Vhabitus qui 
semblent devoir étre attribués & la présence du virus dans 


lorganisme. 
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Exrempies. — 1° Le chevreau 79 recoit par voie hypodermique, et en 
deux points, 10 cent. cubes de sang virulent ; au troisiéme jour il 
commence a faire de l’hyperthermie ; la température s’éléve de pres 
de 2° en quarante-huit heures ; elle redescend ensuite progressivement 
pour redevenir normale quinze jours aprés l’inoculation. Au moment 
de l’acmé thermique le jeune animal avait le poil hérissé et voussait le 
dos ; son sang prélevé cing jours aprés l’inoculation a donné a 1 por- 
celet neuf une peste mortelle en dix-sept jours avec incubation de trois 
jours. 

2° La jument 126 recoit par voie hypodermique, en quatre points, 
20 cent. cubes de sang virulent. Elle fait une premiére poussée ther- 
migue les troisitme et quatriéme jours, une autre les huitiéme et 
neuviéme jours, une troisiéme le onzi¢me jour ; l’-hyperthermie atteint 
respectivement 1°6, 0°5 et 2°. Le sang de cette jument a donné a un 


porcelet neuf une peste mortelle en douze jours avec incubation de deux 
jours et demi. 


Il peut arriver que l’inoculation de virus pestique du pore 
réveille dans l’organisme d’un animal, qui normalement ferait 
une infection inapparente, une protozoose du sang se mani- 
festant par quelques troubles thermiques. 


ExrempLe. — Le buffle G. F. recoit par voie hypodermique en cing 
points 50 cent. cubes de sang virulent de porc ; dans la suite, plusieurs 
fois, sa courbe thermique présente des clochers atteignant 41°, 41°5. 

L’examen du sang de ce bufflon a montré en assez grand nombre des 
piroplasmes bigéminés du type bubalin ; inoculé au porcelet neuf, ce 


sang lui a donné une peste mortelle en quatorze jours avec incubation 
de trois jours. 


Le plus souvent, l’autopsie des sujets sacrifiés au cours de 
infection pestique ne révéle pas de lésions spéciales ; parfois, 
particuliérement chez les petits ruminants, on reléve des alté- 


rations inflammatoires superficielles des muqueuses de 1’esto- 
mac et de l’intestin. 


EVOLUTION DE L’ INFECTION, 


Le virus se multiplie sans tarder dans l’organisme des ani- 


maux inoculés ; le fait a été bien précisé chez la chévre et chez 
le mouton. 


ExpERIENCE, — Une chévre et un mouton recoivent chactin sous la 
peau, en quatre points, 5 cent. cubes de sang virulent. Six heures, dix- 
huit heures et trente heures aprés on prend chaque fois, A chacun 
d’eux, 20 cent. cubes de sang citraté par ponction de la jugulaire et 
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l'on inocule un porcelet avec le sang de la chévre et un porcelet avec 
le sang du mouton. 


Tous ces porcelets contractent la peste et meurent dans les délais 
normaux. 


Toutes les observations faites & ce sujet montrent que le virus 


pestique persiste assez longtemps dans le sang des petits rumi- 
nants. 


Expériences. — 1° Un bélier du Berry a recu sous la peau, en 
quatre points, 20 cent. cubes de sang virulent. Successivement, de cing 
jours en cing jours, on lui prend 20 cent. cubes de sang par ponction 
de la jugulaire pour inoculer chaque fois un porcelet neuf; le sang 
prélevé le trente-sixiéme jour contient du virus pestique. 

2° La chévre 60 recoit 10 cent. cubes de sang virulent fourni par une 
chévre de passage. Quelques jours aprés on lui prend 10 cent. cubes de 
sang pour inoculer un porcelet neuf ; ce porcelet fait une peste mortelle 
en huit jours. 

Quarante-deux et quarante-huit jours aprés l’inoculation, on saigne 
a nouveau la chévre 60 et chaque fois on inocule 50 cent. cubes de son 
sang au porcelet neuf 989. Cet animal commence a présenter des troubles 
deux jours aprés la deuxiéme injection de sang et meurt de peste dix- 
sept jours plus tard. 


Ce sont peut-étre 1a des cas rares d’infection prolongée. mais 
des sondages répétés ont permis de retrouver le virus plusieurs 
fois pendant trois semaines chez les petits ruminants ; chez 
une civette, on a pu le mettre en évidence jusqu’au dix- 
septiéme jour ; chez un cheval, jusqu’au quatorziéme jour ; 
chez un singe, jusqu’au douziéme jour, etc. 

Lorsqu’on recherche la présence du virus dans le sang d’un 
sujet précédemment inoculé, par des prises successives espacées 
de quelques jours, trois, quatre ou cing, on peut observer dans 
la série des échantillons de sang plusieurs éclipses du virus ; 
il convient d’ailleurs de ne pas attacher une valeur absolue 
a ces renseignements car la quantité de sang qu’on recueille 
est toujours limitée — quelques dizaines de centimétres cubes 
dans les grandes espéces ; on en peut conclure sinon a l’absence 
totale de virus au moment des éclipses, du moins a sa trés 
grande rareté. 


Expériences. — 1° La chévre 68 recoit sous la peau, en deux points, 
10 cent. cubes de sang virulent ; puis successivement, tous les trois 
jours, on lui prend 20 cent. cubes de sang dans la jugulaire pour 
inoculer chaque fois 1 porcelet neuf ; les porcelets inoculés, les troisiéme, 
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sixiéme, douziéme et dix-huitiéme jours contractent la peste et meurent 
dans des délais variés mais normaux ; les porcelets inoculés les neuviéme 
et quinziéme jours restent indemnes ; ils contracteront la peste aprés 
inoculation ultérieure de virus porcin. 

2° Le bélier du Berry 4 recgoit sous la peau, en quatre points, 20 cent. 
cubes de sang virulent ; puis successivement, de cing jours en cing jours, 
on lui prend 20 cent. cubes de sang dans Ja jugulaire pour jnoculer 
chaque fois un porcelet neuf; Les porcelets inoculés les troisiéme, 
huitiéme, dix-huitiéme et trente-sixiéme jours contractent une peste 
mortelle, tandis que ceux qui ont été inoculés les treiziéme et vingt- 
sixiéme jours restent indemnes. 


SIEGE ET CARACTERES DU VIRUS. 


Dans toutes les espéces animales qui ont été envisagées, le 
virus se retrouve dans le sang ; des expériences rapportées 
jusqu’a présent le démontrent nettement 

Chez les petits ruminants, qui ont été lobjet d’essais nom- 
breux, nous l’avons mis en évidence aussi dans le. lait et dans 
lurine. 


ExprrrieNces. — 1° L’agneau 10 recoit par voie hypodermique deux 
fois de suite, les 20 et 22 juin, 15 cent. cubes de sang d’un mouton de 
passage ; a partir du 25, tous les jours, matin et soir, on recueille un 
peu de ses excréments qu’on fait ingérer, aprés émulsion dans l’eau 
physiologique, 4 un porcelet neuf 840 ; celui-ci commence a présenter 
de la fiévre le 29 pour mourir de peste trois semaines apres. 

Le 3 juillet, on inocule 2 cent. cubes de son sang A un autre porcelet 
neuf 907 ; celui-ci contracte une peste mortelle en neuf jours avec incu- 
bation de vingt-quatre heures. Il y a lieu de noter que l’agneau n’a 
présenté aucun trouble. 

2° La chévre 77 qui allaite son petit recoit sous la peau, en deux 
points, 10 cent. cubes de sang virulent ; cing jours plus tard on la trait 
et on injecte 25 cent. cubes de son Jait, par voie hypodermique, en 
quatre points 4 un porcelet neuf; cet animal contracte une peste 
mortelle en vingt-deux jours avec incubation de trois jours. 

3° La chévre annamite 95 recoit, par voie hypodermique, en deux 
points, 5 grammes d’une émulsion au 1/5 de cerveau de chévre de 
passage ; six jours aprés, on la sacrifie par saignée totale et, avec les 
précautions de rigueur on préléve dans la vessie 10 cent. cubes d’urine 
qu’on injecte sous la peau d’un porcelet neuf 1249 ; cet animal contracte 
une peste mortelle en dix-huit jours avec incubation de neuf jours. 


Le virus de la peste porcine ne se présente dans aucune des 
espéces étudiées avec la méme abondance que dans l’organisme 
du pore ; on pouvait le supposer. Chez le mouton et chez la 
chévre, qui sont parmi les plus aptes a contracter l’infection, 
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les évaluations expérimentales ont montré que, Six jours aprés 
inoculation, le sang contient de 10 & 100 unités virulentes 
par centimétre cube ; on en trouverait approximativement 
mille fois plus chez le porc. 

On peut d’ailleurs, dans la majorité des cas, déceler le virus 
dans le sang des petits ruminants par l’intradermo-réaction. 
Nous avons fait sept essais de cette sorte, cing chez la chévre 
et deux chez le mouton, en suivant les régles d’application 
établies par Donatien et Lestoquard ; les indices obtenus ont 
été : 10,8, 9,4, 6,8, 4,8, 4,6, 3,2, 2,95. 


ExpéRENCcE. — La chévre 85 recoit par voie hypodermique, en quatre 
points, 20 cent. cubes de sang virulent ; six jours aprés on la saigne 
et on fait le mélange a parties égales de sang citraté et d’huile de 
ricin ; on met a 1]’étuve a 37° ; aprés dix-huit heures d’étuve on inocule 
0c. c. 5 de cet antigéne dans le derme d’un porc qui a été soumis & la 
séro-infection trois semaines avant puis réinoculé aprés dix jours. La 
réaction dermique se traduit par l’indice 10,8. 


I] est & remarquer que |’épreuve inverse, qui consiste a 
inoculer l’antigéne porcin a des petits ruminants récemment 
infectés de peste porcine, réussit beaucoup moins bien ; deux 
essais sur la chévre nous ont donné les indices 2,86 et 1,7 ; 
deux essais sur le mouton, les indices 41,25 et 0,7. 

D’autre part, l’antigéne caprin a donné les indices 2,9 et 2,5 
chez la chévre, 1,7 et 0,8 chez le mouton ; l’antigéne ovin a 
donné, chez le mouton comme chez la chévre, des indices infé- 
rieurs a l’unité. 

Par comparaison, l’antigéne porcin a donné chez le pore les 
indices 14,3, 8,35 et 6,90. 

La réaction de Sarnowiec étant, comme l’ont montré Dona- 
tien et Lestoquard, une réaction d’immunité, on peut conclure 
de cet ensemble d’observations que le mouton et la chévre ne 
réagissent que faiblement au virus de la peste porcine et n’éla- 
borent pas d’anticorps en quantité décelable. 

Et cela explique tout & la fois qu’ils fassent une peste silen- 
cieuse et qu’ils soient impropres 4 donner un sérum doué de 
propriétés protectrices. 

L’observation a montré que |’élimination du virus par les 
excréments, le lait, l’urine se fait habituellement en absence 
de toute manifestation pathologique et de toute réaction ther- 
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mique, c’est-a-dire dans le cas d’infection strictement inappa- 
rente ; il n’est d’ailleurs pas illogique d’admettre qu’un infra- 
microbe résistant comme l’est le virus de la peste porcine 
soit capable d’abord de franchir des capillaires sanguins et des 
vaisseaux lymphatiques altérés, ensuite de se conserver 
quelque temps dans les sécrétions et dans les excrétions. 

Si Pon en juge par l’agressivité du virus et par son pouvoir 
pathogéne, on peut considérer que, le plus souvent, le virus ne 
se modifie pas en passant par l’organisme des sujets des 
espéces étudiées ici ; les passages en série par l’organisme du 
mouton ou de la chévre, notamment, ne modifient pas son 
action sur le pore ; dans les essais plus haut rapportés de 
transmission en série & ces petits ruminants par voie hypo- 
dermique, intracérébrale et intratesticulaire, la peste du pore 
témoin s’est manifestée avec des caractéristiques trés voisines 
de celles de la maladie classique ; incubation de trente-six 
heures & trois jours et demi, mort entre le sixiéme et le vingt- 
troisiéme jour apres inoculation, surtout vers le huitiéme et 
le quinziéme jour. 

Toutefois, certaines anomalies ont été observées qui méritent 
une mention ; eiles sont de deux ordres. 

Chez un certain nombre de pores d’épreuve, la rialaae a 
présenté une période d’incubation anormalement longue ; mais 
il est & remarquer que souvent, en pareil cas, ia durée d’évolu- 
tion des troubles objectifs était réduite dans une mesure corres- 
pondante, de telle sorte que, en définitive, la maladie évoluait, 


du jour de l’inoculation au jour de la mort, dans les délais 
habituels. 


ExpERiences. — 1° Le porcelet 1302 a recu sous la peau 3 cent. cubes 
de sang d’une civette inoculée douze jours plus tét; la peste évolue 
chez lui en sept jours aprés une incubation de quinze jours, 

2° Le porcelet 1230 a recu sous la peau 20 cent. cubes de sang d’un 
mouton inoculé dix-huit jours plus tét; la peste évolue chez lui en 
huit jours aprés une incubation de neuf jours. 

3° Le porcelet 1341 a recu sous la peau 30 cent. cubes d’urine d’une 
chévre inoculée trois jours plus tét; la peste évolue chez lui en dix 
jours aprés une incubation de douze jours. 


D’autre part, cing ou six fois au cours des essais, la matiére 
virulente provenant d’un animal autre que le pore a donné a 
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celui-ci une peste non mortelle, mais qui le protégeait contre 
Vinoculation ultérieure d’un virus d’origine porcine ; ces faits 
méritent d’étre retenus, les porcelets du type de ceux qui ont 
été utilisés succombent presque sans exception a l’inoculation 
de trés petites quantités de sang virulent d’origine porcine. 


Expéniences. — 1° Un macaque aigrette recoit sous la peau, en quatre 
points, 20 cent. cubes de sang virulent ; trois, six et neuf jours aprés 
on le saigne et, chaque fois, on injecte 3 cent, cubes de son sang a un 
porcelet neuf 1537. Chez cet animal, les symptémes observés se résument 
ainsi : fiévre légére, courbe thermique onduleuse pendant cing semaines; 
éruption papuleuse aux quatre membres vers le treiziéme jour ; catarrhe 
léger des muqueuses, diarrhée fugace A plusieurs reprises ; diminution 
de l’appétit, amaigrissement. 

Deux mois aprés on lui inocule 2 cent. cubes de sang virulent de 
porc de passage ; il reste indemne. 

2° Une brebis recoit, en deux points, 10 cent. cubes de sang virulent ; 
vingt jours aprés on la trait et on inocule 13 cent. cubes de son lait au 
porcelet 1136 ; celui-ci ne présente qu’un peu de fiévre du troisiéme au 
neuviéme jour, avec inappétence ; réinoculé trois semaines plus tard 
avec du virus d’origine porcine il reste indemne tandis que les témoins 
contractent une peste mortelle. 

Fait a noter, le sang du porcelet 1136, prélevé trois jours aprés 1|’injec- 
tion de lait, donne une peste mortelle en quatorze jours 4 un autre 
porcelet neuf. 

3° Le porcelet 1257 recoit d’abord 15 cent. cubes d’urine d’une chévre 
inoculée six jours avant ; il ne manifeste aucun trouble. Douze jours 
aprés on lui injecte 12 cent. cubes d’urine d’une autre chévre inoculée 
sept jours plus tét ; il présente de la fiévre et de la diarrhée pendant 
quelques jours, sans plus. On le réinocule deux mois plus tard avec 
une forte dose de virus de porc : il reste indemne. 


Ces cas d’atténuation de la maladie sont imprévisibles ; il 
en est de méme des exemples, d’ailleurs beaucoup plus nom- 
breux, de la prolongation de la période d’incubation ; dans 
la série d’échantillons de sang prélevés & intervalles réguliers 
chez un sujet donné, il s’en trouve un ou plusieurs qui sont 
affectés de cette particularité et les incubations les plus longues 
ne sont pas toujours observées aprés inoculation des échan- 
tillons recueillis le plus tardivement. 

Trois facteurs semblent pouvoir intervenir pour opérer les 
modifications cliniques enregistrées, facteurs entre lesquels il 
est difficile de se prononcer, excepté en certains cas particu- 
liers : la réduction du nombre des unités virulentes, |’affai- 
blissement du pouvoir pathogéne du virus, la présence vrai- 
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semblablement rare d’anticorps spécifiques dans le matériel 
virulent. 


EFFET DES REINOCULATIONS. 


Chez le mouton, chez la chévre, chez le veau, infection 
consécutive & la premiére inoculation de virus engendre le 
plus souvent un état de résistance qui met les animaux a I’abri 
d’une infection ultérieure ; la premiére atteinte stérilise l’orga- 
nisme vis-a-vis du virus pestique. 


Expériences. — 1° Le bouc 67 recoit, par voie testiculaire, 5 cent. 
cubes de sang virulent d’origine caprine ; quelques jours aprés son 
sang transmet au porcelet une peste qui le tue. Six semaines aprés on 
saigne 4 nouveau ce bouc et l’on constate alors que 50 cent, cubes de 
son sang laissent le porcelet neuf indemne et sensible. 

Pour la deuxiéme fois, deux mois aprés on inocule du virus pestique 
au méme bouc, soit 30 cent. cubes de sang de pore de passage ; dans 
la suite, & partir du troisiéme jour, trois fois de suite a trois jours 
d’intervalle on le saigne pour inoculer un porcelet neuf ;.cet animal ne 
présente aucun trouble ; il contractera la peste ultérieurement aprés 
inoculation de virus pestique authentique. 

2° Les veaux 4868 et 4869 recoivent d’abord 50 cent. cubes de sang 
virulent ; dans la suite, A partir du troisiéme jour on les saigne deux 
fois de suite pour inoculer chaque fois deux porcelets avec respective- 
ment 20 cent. cubes de sang. Ces deux porcelets contractent une peste 
mortelle. 

Trois mois aprés la premiére inoculation les deux veaux regoivent a 
nouveau, chacun en cing points, sous la peau, 50 cent. cubes de sang 
virulent de porc. Dans la suite, A partir du troisiéme jour, quatre fois 
de suite, 4 intervalles de trois iours, on les saigne pour injecter 20 cent. 
cubes de leur sang 4 deux porcelets neufs ; ces animaux restent 
indemnes ; ils contracteront la peste ultérieurement aprés inoculation 
de virus authentique. 


Au contraire, chez certains animaux, le cheval, le buffle 
notamment, il arrive qu’aprés la deuxiéme inoculation de 
virus, l’infection se réalise 4 nouveau ; dans ce cas, comme a 
la suite d’une premiére inoculation, le sang peut rester infec- 
tieux pendant un certain temps. 


Exprériences. — 1° Une jument et un poulain recoivent une premiére 
fois 20 cent. cubes de virus ; trois jours aprés, leur sang transmel 
la peste au porc. 

Trois mois plus tard on les saigne & nouveau et on constate qu’a la 
dose de 40 cent. cubes leur sang laisse le porcelet indemne et 
réceptif. 
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On leur inocule alors 20 cent. cubes de sang virulent 4 chacun puis, 
trois jours aprés, on les saigne et on injecte & des porcelets neufs 
20 cent. cubes de sang de chacun, respectivement ; l’un des porcelets 
contracte une peste mortelle en onze jours avec incubation de trois 
jours, l’autre une peste mortelle en treize jours avec incubation de 
cing jours. Enfin, douze jours aprés la réinoculation, on saigne une 
deuxiéme fois la jument et l’on injecte 40 cent. cubes de son sang a 
un porcelet neuf ; cet animal contracte une maladie trés bénigne et qui 
Vimmunise contre l’inoculation ultérieure de virus porcin. 

2° Une civette recoit une premiére fois 20 cent. cubes de virus porcin ; 


o) 


dans la suite, son sang se montre virulent les cinquiéme, douziéme et 
dix-septiéme jours, mais sans virulence les vingt-deuxiéme, vingt+ 
septiéme et trente-deuxiéme jours. 

Cing mois plus tard on lui inocule & nouveau 20 cent. cubes de virus 
porcin, en quatre points sous la peau ; sept jours aprés on la saigne 
pour injecter 4 cent. cubes de son sang 4 un porcelet neuf ; l’animal 
contracte une peste mortelle en quatorze jours ; dix-sept jours aprés 
la réinoculation enfin, on saigne une deuxiéme fois la civette pour 
injecter encore 4 cent. cubes de son sang a un porcelet neuf; il 
contracte, lui aussi, une peste mortelle en dix-neuf jours. 


Il y a lieu de noter que tous les chevaux, les buffles, les 
viverridés ne se comportent pas de cette maniére aprés la 
réinoculation virulente ; certains individus de chacune de ces 
especes sont aptes a contracter plusieurs fois infection et 
d’autres non. 

CONCLUSIONS. 


De Vensemble des recherches exposées dans ce travail, il 
ressort que la peste porcine est transmissible aux sujets d’un 
crand nombre d’espéces animales. 

La longévité naturelle du virus de cette peste en dehors de 
lorganisme des suidés pourrait faire penser qu’il se conserve 
simplement chez les animaux des autres espéces, mais, en 
réalité, il s’y développe effectivement une infection ; des cons- 
tatations de trois ordres permettent de le conclure : la dilution 
sous laquelle ce virus existerait dans l’organisme de certains 
des sujets inoculés, s’il ne s’y multipliait pas, serait telle qu’on 
ne saurait l’y mettre en évidence par les moyens que nous 
avons employés ; d’autre part, on s’expliquerait mal qu’un 
virus filtrable survive sans se raréfier et sans s’affaiblir pendant 
une, deux ou méme trois semaines dans l’économie et, notam- 
ment, dans les humeurs d’étres vivants dépourvus de toute 
réceptivité & son égard ; enfin, le fait que chez certains indi- 
vidus, en nombre plus ou moins grand selon les espéces, le 
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virus décelable aprés la premiére inoculation ne l’est plus aprés 
une inoculation ultérieure, montre que précisément dans ce 
cas, la premiére inoculation a déterminé une infection spéci- 
fique et génératrice d’immunité. 

Il est bien évident que toutes les espéces sensibles au virus 
de la peste porcine ne le sont pas également. Les moutons et 
les chévres des types sur lesquels nous avons expérimenté sont 
tous réceptifs et l’on peut faire sur eux des passages ininter- 
rompus. Chez les veaux, les chats, les singes, les essais de 
transmission, beaucoup moins nombreux il est vrai, ont tou- 
jours réussi également. Le cheval et le buffle se sont montrés 
réceptifs dans la majorité des cas. Chez les cobayes fauves du 
Pérou, chez le lapin d’Indochine, le virus n’a pu étre décelé 
que dans les jours qui suivaient l’inoculation ; leur peste évolue 
trés rapidement. Le chien et les viverridés ont répondu a l’ino- 
culation virulente dans une minorité de cas seulement ; sla 
réceptivité parait varier considérablement d’une race a I’ atic 
chez les civettes. Enfin, une seule fois — il s’agissait de pigeons 
— la transmission a pu étre effectuée chez les oiseaux. 

Du point de vue de l’immunologie, il est deux constatations 
qui méritent d’étre soulignées. 

L’infection qui suit inoculation premiére de virus pestique 
ne met pas toujours a l’abri d’une infection ultérieure : cela 
a été observé chez le cheval et chez le buffle. En pareil cas, 
si deux ou trois mois aprés la premiére inoculation, s’étant 
assuré que le sang ne contient plus de virus, on inocule pour la 
deuxiéme fois la peste porcine, le sujet s’infecte & nouveau ; on 
peut transmettre facilement sa peste au porc et son sang reste 
infectieux pendant un certain temps comme la premiére fois. 

Il s’agit 14, manifestement, de sujets qui ne se vacoinent 
pas contre la peste porcine. 

Et, d’autre part, il est remarquable que dans des espéces 
qui, au contraire, se vaccinent au cours d’une premiére infec- 
tion, la réaction basée sur l'emploi de l’antigéne de Sarno- 
Wiec, qui souvent permet de mettre le virus en évidence dans 
Je sang du sujet, reste négative lorsqu’on l’effectue en sens 
contraire pour mettre en lumiére ]’état d’immunité de ce sujet : 
le sang de chévre infectée donne une réaction d’immunité 
positive chez le pore guéri, mais le sang de pore infecté donne 
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une réaction d’immunité négative chez la chavre guérie. 

Il apparait ainsi que, chez des animaux désormais réfrac- 
taires a l’infection pestique, la défense organique s’est limitée 
et n’a engendré qu’une faible immunité, si faible qu'elle ne. 
permet pas 4 l’organisme de réunir les éléments d’une réaction 
locale révélatrice facilement réalisée par le porc dans les mémes 
conditions. 

Quoi qu’il en soit, dans les espéces autres que le pore, l’infec- 
tion consécutive & l’inoculation de virus pestique reste totale- 
ment inapparente dans presque tous les cas ; elle peut ou 
laisser l’organisme entiérement réceptif, ou y engendrer, aux 
moindres frais, un état de résistance qui le rend insensible aux 
atteintes ultérieures du virus, sans pourtant se traduire par la 
présence d’anticorps en quantité décelable 

On s’explique ainsi qu’aient échoué toutes les tentatives 
— nous en avons fait plusieurs — en vue de préparer un sérum 
contre la peste porcine en utilisant les animaux des espéces 
domestiques envisagées ici. 

Du point de vue de |’épidémiologie, il n’est pas sans intérét 
de savoir que le virus de la peste porcine qui, pratiquement, 
n'est pathogéne que pour les suidés, peut se multiplier aisé- 
ment dans l’organisme de tant d’autres animaux d’espéces 
diverses. Relatant leur expérience de transmission 4 l’homme, 
Ch. Nicolle et L. Balozet terminaient ainsi : « ...S’il était 
établi que V homme puisse étre infecté dans les conditions natu- 
relles comme il l’est dans les conditions expérimentales, son 
role dans la propagation des épizooties porcines prendrait un 
caractére actif au lieu du caractére passif qu’on lui accorde 
aujourd’hui_ » 

Nous avons réalisé la contamination du mouton et de la 
chévre par des porcs pestiques dans des conditions tout a fait 
semblables a celles de la nature, et, d’autre part, nous avons 
établi que ces animaux, lorsqu’ils étaient infectés, pouvaient 
éliminer du virus par plusieurs voies naturelles ; il est probable 
que des investigations de méme ordre, dans certaines autres 
espéces sensibles, conduiraient & des constatations analogues. 

Et il parait légitime de considérer tous ces animaux comme 
pouvant contribuer, en quelque mesure, 4 la propagation de 
la maladie 
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DOSAGE PRECIS DES ANTICORPS PRECIPITANTS 
ET DE LEURS ANTIGENES 


par M. PAIC. 


(Institut Alfred Fournier, Service de M. Levaditt, 
Laboratoire de Physique.) 


I. — TITRAGE D’UN ANTICORPS PRECIPITANT. 


PRINCIPE DE LA METHODE. — I] est possible de déterminer 
avec une grande précision la quantité relative d’un_anticorps 
précipitant, c’est-a-dire le rapport entre la teneur en anticorps 
du sérum a titrer et d’un sérum témoin, en opérant de la 
maniére suivante 

On prépare, d’une part, une série de mélanges contenant 
des quantités constantes d’antigéne et des quantités crois- 
santes de sérum précipitant témoin et, d’autre part, un ou 
plusieurs mélanges ot le sérum témoin T est remplacé par le 
sérum a titrer X. La précipitation étant enti¢rement terminée, 
on agite les tubes, et on détermine la densité optique de 
chaque mélange. Dans un graphique sont alors portées sur 
l’'axe des abscisses les quantités d’immunsérum ajoutées et, 
sur l’axe des ordonnées les densités optiques trouvées. Soit 
v;, et v, respectivement les volumes de sérum témoin T et de 
sérum a titrer X (fig. 1) qui donnent les mémes quantités 
de précipités, donc les mémes densités optiques des 
mélanges réagissants. Les concentrations en anticorps préci- 
pitant c; et cz de ces deux sérums sont alors inversement 
proportionnelles & ces volumes : 


Cx vt 


Ct OF 


Le rapport c, : €,est la concentration relative cherchée du 
sérum X. 
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EXEMPLE DE TITRAGE D’UN IMMUNSERUM DE LAPIN ANTISERUM 
DE CHEVAL. — Qn sait [4] qu’une certaine quantité de sérum 
de cheval additionnée de quantités croissantes d’immunsérum 
de lapin correspondant, donne naissance & un précipité qui 
croit d’abord, atteint un maximum et diminue ensuite. Pour 
le titrage que nous préconisons, les quantités d’antigéne et 
d’immunsérum doivent étre choisies dans le domaine qui 
précéde le maximum de précipitation. En d’autres termes, on 
utilise des quantités trés faibles de sérum et des quantités 
d’antigéne telles que le précipité est abondant, mais suscep- 
tible de croitre encore, si la quantité d’antigéne est augmentée 
légérement. Les proportions indiquées dans le tableau I peu- 
vent, par exemple, étre avantageusement utilisées pour la 
construction de la courbe témoin. 


TABLEAU I. 
buberne sn Ps oma ela en ao Ree 4 2 3 4 
Nal’a 6,6 p: 400, cm®. 0). 2 a. 1-035) 4,854 1260) 1,76 
LTIN UOC UNITY MN Oe yo eo oe & OF075 Onin (0520 9) 0530 
Sérum de cheval 441p.100, em’... .. 4 4 4 44 


On peut se contenter de faire un seul point du sérum a 
titrer correspondant & un des mélanges indiqués dans le 
tableau I, mais il est préférable d’en avoir plusieurs, ce qui 
augmente la précision du dosage. 

Aprés avoir terminé la distribution des composants de la 
réaction, les tubes sont soigneusement agités et placés pour 
deux heures a l’é6tuve 4 37° C, puis la nuit dans la glaciére. On 
procéde alors a Ja détermination de la densité optique des 
mélanges, en ayant soin de les agiter avant la mesure. La 
lecture est faite a l’aide d’un simple colorimétre, genre 
Dubosque, en lumiére rouge (par exemple, écran rouge Schott, 
RG 2). La coloration propre du sérum (hémolyse) ne géne 
alors pas et la densité optique provient uniquement du préci- 
pité formé. L’utilisation de l’écran présente encore l’avantage 
important suivant. Les mesures d’opacité 4 l’aide de colori- 
métres simples nécessitent un liquide de comparaison. On 
emploie, généralement, des témoins de méme nature que la 
suspension 4 examiner. Ces témoins eux-mémes doivent sou- 
vent étre préparés pour chaque série de mesures.» Fréquem- 
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ment ils se conservent mal et ne sont pas exactement repro- 
duisibles. Si l’on opére en lumiére filtrée et 4 peu prés mono- 
chromatique, on peut utiliser comme liquide témoin une 
solution colorée, sous condition qu'elle absorbe fortement la 
lumiére qui passe & travers le filtre choisi. On peut alors trouver 
un liquide facile A préparer et 4 reproduire, et dont la colo- 
ration est stable. Les solutions de sels de cuivre, de nickel, de 


08 


ae Ye, (densité opligue relative) 


0 005 04 015 02 025 03 
=> ca dimmunsérum pour 35cm de volume tolal(z) 


Fic. 4. — Courbes opacimétriques servant au dosage de Vimmun-sérum de lapin 
par le sérum de cheval. 


cobalt, etc., remplissent toutes ces conditions. Le colorimétre 
devient par l'utilisation de ces liquides de comparaison un 
appareil de mesures de densités optiques relatives, dont les 
résultats peuvent étre reproduits 4 volonté par n’importe quel 
expérimentateur. Il est alors méme possible, comme 1’ont 
montré Paic et Deutsch [2] de faire des mesures analytiques 
absolues a l’aide de courbes d’étalonnage faites une fois pour 
toutes. Nous avons utilisé comme liquide de comparaison une 
solution de sulfate de cuivre M/5 (80 grammes de CuSO,5H.O0 
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dans un litre). La densité optique de la suspension de précipité 
est exprimée par le rapport e, : ev, ot e, et ey sont respecti- 
vement l’épaisseur de la solution de sulfate de cuivre et celle 
de la suspension, pour lesquelles les deux plages du colori- 
métre sont également éclairées. 

Les résultats obtenus sont représentés graphiquement sur la 
fig. I. La courbe X correspond & la dilution & moitié du sérum 
témoin T. 

La teneur en précipitine de ce sérum X est donc exacte- 
ment la moitié de celle du sérum témoin (courbe T). La con- 
centration relative théorique est par conséquent ¢,./r;, = 0,500, 
La moyenne des valeurs trouvées expérimentalement (tableau ID) 
est 0,504, donc a 0,8 p. 100 prés, celle de la valeur théorique. 


Taptrau If. 
eo Ze * by _ Ce 
ed Ue Ct 
0 080 0.038 0,055 0,507 
0 175 0,075 Die 0,500 
0.255 0,102 0,20 0.510 
0,398 0,150 0,30 0,500 


Parallélement 4 l’expérience consignée dans le tableau II, 
nous avons fait une autre série d’essais, ot chaque mélange 
fut additionné de sérum normal de lapin, pour que la quantité 
globale de sérum de Japin, spécifique ou non, y soit 0c. c. 3. 
Nous avons ainsi voulu voir si la présence du sérum normal de 
lapin influe sur le dosage. Les points obtenus sont représentés 
sur la fig. 1 par des cercles pleins et des triangles. On voit qu’ils 
se placent, aux erreurs d’expérience prés, sur les courbes 
obtenues sans addition de sérum normal. La teneur en pro- 
téides non spécifiques de lapin ne joue donc aucun réle dans 
la réaction. 

IJ. — TIrRaGE DE L’ANTIGENE. 


La méthode exposée ci-dessus pour le dosage de l’immun- 
sérum, convenablement modifiée, peut servir pour le dosage 
relatif de l’antigéne. On maintient alors constante la quantité 
d’immunsérum, et on varie la quantité de sérum de cheval. 
Dans le tableau III sont consignées les compositions des 


xR 
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mélanges qui peuvent étre utilisés, aussi bien pour le témoin 


‘ 


que pour l’antigéne a titrer. 


Tasieau III. 


Tube mo Ag ce een ce eee eee eae 4 2 3 4 
NaCl tac029 pedo, sen Ocenia 2,6. 1254.9 252 157 
Sérum de cheval 4 0,2 p. 100, cv? . . 2... i ates Dass PR 
ImMMTUNserums pur, C772) ee) eee 0,3 0,8 0,3 0,3 


Les résultats d’une expérience ot un sérum de cheval dilué 
a 0,1 p. 100 (TL), a été comparé au méme sérum dilué a 


04 


vi 
Cie 
0 
OAT SO2 esa Os 0,5 07 08> 095-10 
_>om de séum de cheval au Y500° 7 y) 
Fic. 2. — Courbes opacimétriques servant au dosage de Vantigéne 


(sérum de cheval) par l’'immun-sérum de lapin. 


0,2 p. 100 (X) sont représentés graphiquement sur la figure 2, 
et consignés dans le tableau IV. 
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Tasieau IV. 
eg vt Ca: 
ea v Ux 5, ae as 
0,052 0,057 0,1 0,570 
0,100 0,160 0,3 0,530 
0,136 0,240 0,5 0,480 
0,457 0,290 0,6 0,483 
0,195 0,387 0,8 0,484 
0,224 0,475 4,0 0,475 


La moyenne trouvée de c,/c, est 0,504, la valeur théorique 
est 0,500, l’erreur est donc de + 0,8 p. 100. 


ConcLusion. — En connaissant la variation de la densité 
optique des suspensions de précipités, formés par une réaction 
immunologique, en fonction de la quantité d’immunsérum ou 
en fonction de la quantité d’antigéne, on peut déterminer, avec 
une trés grande précision, soit la quantité relative d’anticorps, 
soit celle d’antigéne. Les mesures de densité optique peuvent 
étre effectuées 4 Vaide d’un simple colorimétre, en lumiére 
rouge, en utilisant une solution de sulfate de cuivre comme 


liquide de comparaison. 
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LE PALUDISME A POULO-CONDORE 


par E. M. FARINAUD. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


I. — L’enquéte épidémiologique. 


GEOGRAPHIE MEDICALE ET PREMIERES DONNEES SUR LE PALUDISME. 


Située en Cochinchine, & 97 milles environ du Cap Saint- 
Jacques et & 43 milles des bouches du Mékong, Poulo-Condore 
représente l’élément le plus important d’un petit archipel 
vraisemblablement volcanique constitué d’ilots, 4 contours 
déchiquetés et aux pentes abruptes. 

L’ile elle-méme mesure environ 12 kilométres de longueur 
sur une largeur variable de 2 4 5 kilométres. Son altitude 
moyenne est de 350 métres. Trés découpée, elle offre au pied 
des montagnes de nombreuses baies formées de plages de sable 
en arriére desquelles s’éléve un systéme de dunes séparées 
par des lagunes ou des bas-fonds marécageux. 

La baie la plus importante, la baie de l’Est, a la forme d’un 
fer & cheval ou d’un croissant. Elle comprend trois rangées de 
dunes paralléles entourées d’un cirque montagneux. A chaque 
extrémité du croissant se trouvent des lagunes d’eau saumatre 
ou les eaux de mer remontent 4 chaque marée. C’est par 1a 
que se drainent les eaux provenant de la montagne et des bas- 
fonds situés dans le repli des dunes. L’ensemble constitue une 
plate-forme irréguliére de 8 kilométres de longueur sur 
2 kilométres dans sa partie la plus large. C’est au centre de 
cette plate-forme, au bord de la mer, que se trouve le poste 
de Poulo-Condore. 

Le régime des vents est celui des moussons : mousson d’été, 
du Sud-Ouest, d’avril 4 septembre, mousson d’hiver, de Nord- 
Est, d’octobre & mars, ou mousson de saison séche. La saison 
des pluies survient en mousson de Sud-Ouest 
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La premiére des relations médicales que nous possédions sur 
Poulo-Condore date de 41864, peu aprés, indique Viaud, 
médecin de la Marine, « la prise de possession de Vile par 
Vaviso Echo en mai 1863 ». 

Il semble que le paludisme, dés cette 6poque, n’y ait pas été 
inconnu. « La fiévre intermittente, écrit cet auteur, trés 
fréquente surtout pendant les premiers mois de la mousson 
du Sud-Ouest, époque de l’ensemencement du riz, a fait 
autrefois de graves ravages dans la population de I’ile ». Viaud 
estime cependant que l’on est « conduit & formule: une opinion 
mioins exclusive bien que Poulo-Condore, en raison de ses 
eaux stagnantes et de ses zones inondées, paraisse au premier 
abord devoir prendre place parmi les iles insalubres ». 

Brémaud, en 41879, apporte des précisions nouvelles sur 
la géographie et la topographie médicale du « poste de Poulo- 
Condore » qui comprenait déja le principal Pénitencier de 
1’Indochine. 

Brémaud, reprenant une suggestion déja faite par D’Ormay 
en 1863, envisage comme possible la création d’un sanatorium 
& Poulo-Condore, ile « admirablement située aux portes méme 
de Saigon », ot il semble « qu’on naisse a une vie nouvelle ». 
Des réserves s’imposent cependant en ce qui concerne la 
salubrité de I’ile : un paludisme autochtone susceptible de 
réveils dangereux y sévissait certainement dés cette époque. 

C’est ainsi que des travaux d’assainissement avaient été 
entrepris depuis plusieurs années dans la baie de |’Est dite 
baie du Pénitencier. Ces travaux qui en dehors des défri- 
chements et des terrassements comprenaient le drainage des 
marais et leur transformation en riziéres semblent avoir été 
fort efficaces. D’aprés Brémaud la fiévre paludéenne et les 
acces pernicieux trés fréquents au temps de ses prédécesseurs 
disparurent aprés les assainissements. En 187% la situation 
parait fort bonne puisque l’on n’enregistre que 14 cas de fiévre 
intermittente sur un effectif de prés de 300 hommes de troupes 
et que les condamnés annamites malgré un travail pénible ne 
présentent qu’un nombre trés restreint de « fiévres relevant 
de la quinine et du quinquina ». 

Par contre, la méme année, « la fiévre sévit avec tant de 
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force dans la baie de Go-Ong ou baie du nord-est qu’on fut 
obligé d’en retirer les postes pénitentiaires ou militaires qui 
y étaient fixés ». 

Deux enseignements sont donc a retenir de ces premiéres 
études médicales sur Poulo-Condore. Tout d’abord cette allure 
irréguliére, inconstante, des manifestations de 1’endémie 
palustre. Les prédécesseurs de Viaud lui attribuaient de 
« grands ravages dans la population », par contre, Viaud, 
lui-méme, insiste sur la salubrité de l’ile. En 1879, l'état sani- 
taire est trés favorable dans la baie du Pénitencier, mais, la 
méme année, Brémaud signale que l’on a dt supprimer les 
postes de la baie de Co-Ong. Le paludisme, dés cette époque, 
se montrait d’une intensité variable dans l’espace et dans le 
temps. Marneffe, en 1934, signalera & nouveau ces poussées a 
tendance épidémique qui caractérisent le paludisme a4 Poulo- 
Condore. . 

Le second point a signaler est l’importance primordiale 
attachée aux travaux d’assainissement par ces premiers 
médecins de la marine qui se doublaient d’hygiénistes avertis. 
Il s’agissait en l’espéce de travaux importants dont certains, 
comme le « grand canal » qui drainait la plus importante des 
lagunes, subsistent encore partiellement. Moreau, lors d’une 
enquéte faite en 1935, pourra montrer que c’est au manque 
d’entretien du réseau de drainage que l’on doit, pour une trés 
grande part, l augmentation progressive du _ paludisme 
enregistrée dans Vile pendant ces derniéres années. 


LA RECENTE POUSSKE DE PALUDISME 
ET LES PREMIERES ENQUETES EPIDEMIOLOGIQUES. 


On retrouve, par la suite et selon les années, cette méme 
diversité d’opinions en ce qui concerne l’importance noso- 
logique du paludisme 4 Poulo-Condore. Considéré par les uns 

‘comme une endémie grave, par les autres comme une affection 
bénigne ou méme comme une maladie d’importation, le palu- 
disme devait cependant s’imposer de plus en plus 4 l’attention 
du service médical comme facteur de morbidité et de mortalité. 

Tout récemment, aprés une période ot l’endémie était restée 
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silencieuse. on assista au cours de 1’été 1934 a l’apparition 
assez inattendue d’une violente poussée de paludisme qui se 
traduisit pendant le seul mois de juillet par 2 accés pernicieux 
mortels dans les troupes européennes de la garnison et par 
7 décés dont 6 par accés pernicieux dans le milieu ‘penal: La 
situation était donc sérieuse. 

Le service antipaludique de 1’Institut Pasteur fut  saisi 
presque simultanément d’une demande. d’enquéte par 
Vautorité militaire et par le Directeur local de la Santé. 

Marneffe, qui fut chargé de ces premiéres investigations, 
put tout d’abord confirmer |’existence dans |’ile d’un important 
foyer autochtone de paludisme. Il ne s’agissait donc pas, 
comme on avait pu le croire, d’un paludisme d’importation 
mais d’une endémie ancienne qui venait de se manifester par 
une forte poussée épidémique. 

Marneffe constata que cette poussée s’étendait a toutes les 
catégories sociales et & tous les Ages. Bien que les taux 
d’infection fussent de beaucoup plus élevés dans les villages 
situés a la périphérie, le centre du Pénitencier, jusque 1a 
considéré comme indemne, n’échappait pas a cette invasion 
récente du paludisme. Ce caractére épidémique se manifestait 
encore par la discordance entre l’index plasmodique et |’index 
splénique parmi les éléments de la population stationnés dans 
le centre urbain, condamnés politiques, troupes et enfants 
indigénes, alors que ces mémes index étaient uniformément 
élevés dans les équipes extérieures ot: le paludisme sévissait 
a état endémique. 

Marneffe donne a ce sujet les chiffres suivants. 


KQUIPE INTERIEUR DU CENTRE URBAIN 
extérieure) OOOO ee 


Camp Condamnés 
rae aie Troupes Enfants 
Be ke oe D. 100 p. 100 
Index splénique ..... 40 1,87 0 0 
Index plasmodique. . . . 176 48,60 34,61 48,48 
Index gamélique..... 28 1,67 0 0 


On fut également trés surpris du taux trés élevé des index 
que l’on enregistrait dans l’ensemble de la population pénale. 
Dans certains groupes l’index splénique atteignait jusqu’a 
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40 p. 100; l’index plasmodique variait de 48 p. 100 dans les 
équipes les moins infectées & plus de 76 p. 160; index 
gamétique enfin, test de la contagiosité du paludisme, pouvait, 
notamment au camp des relégués, dépasser 28 p. 100. Partout 
P. falciparum était le parasite dominant. 

Ces diverses constatations qui confirmaient |’existence d'une 
poussée de paludisme endémo-épidémique permirent de 
prendre d’urgence les mesures de prophylaxie médicale qui 
s’imposaient. La réduction des heures de travail, la surveil- 
lance de l’alimentation et surtout le renforcement de la quini- 
nisation préventive, qui fut portée a 0 gr. 50 par jour, entrai- 
nérent progressivement une amélioration de |’état sanitaire, et 
lon pouvait vers la fin de Vannée considérer la situation 
comme stabilisée. 

Il convenait cependant, comme l’indiquait Marneffe, de 
procéder & des recherches complémentaires, tant pour préciser 
dans quelle mesure les taux d’infection se maintenaient égaux 
& eux-mémes aux diverses saisons de l’année et dans un méme 
contingent que pour compléter les recherches entomologiques 
qui avaient été menées parallélement. 

Les investigations furent ainsi reprises l’année suivante par 
Moreau (juillet 1935) car, avec le retour de la saison des pluies, 
on assista de nouveau a une reprise importante de la morbidité 
palustre. 

On s’apercut trés vite que les taux d’infection n’avaient pas 
baissé. L’endémie palustre avait continué 4 se développer 
malgré le renforcement de la quinine préventive. Le centre du 
Pénitencier naguére peu atteint était désormais hautement 
infecté et la population pénale, dans sa presque totalité, 
pouvait étre considérée comme impaludée. 

Ainsi done le paludisme depuis trois ans ne cessait de 
s’accroitre & Poulo-Condore. Il augmentait chaque année 
d’intensité et de gravité. En 1934, on avait enregistré une 
véritable épidémie au lieu de la poussée saisonnidre habituelle. 
En 1935, le paludisme n’avait pas rétrocédé : l’endémie se 
stabilisait. 

Les enquétes de Marneffe et Moreau et les investigations 
poursuivies depuis lors permettaient cependant de mieux 
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comprendre les raisons d’un tel état de choses et de jeter les 
bases d’une prophylaxie efficace. 


LEs CARACTERISTIQUES DE L’ENDEMIE LOCALE. Le FACTEUR HUMAIN. 


Le réservoir de virus en l’absence de toute population 
indigéne libre dans l’intérieur de I’tle de Poulo-Condore est 
essentiellement formé par ]’élément pénal. 

Le foyer d’endémie palustre entretenu par les vieux 
condamnés ou relégués est renouvelé constamment par des 
apports exogénes lors de l’arrivée des nouveaux convois de 
prisonniers. Ces apports ont été particuliérement importants 
en 41931-1932 a la suite des troubles politiques survenus en 
Indochine les années précédentes. C’est ainsi qu’en 1933 les 
prisonniers provenant du bagne de Son-La, région de palu- 
disme hyperendémique, ont fourni une morbidité particu- 
liérement forte. Cette introduction répétée de souches viru- 
lentes d’hématozoaires est une des raisons principales de 
l’exaltation progressive de l’endémie locale (1). I] en est de 
méme des permutations incessantes qui se produisent entre 
les équipes extérieures et celles employées au centre du 
Pénitencier. 

Ce danger du « brassage » des effectifs et de l’introduction 
simultanée en milieu endémique de sujets neufs et d’individus 
infectés est un fait que l’on pourrait dire expérimentalement 
établi. Une endémie palustre stable n’est que le résultat d’un 
état d’équilibre entre divers facteurs : virulence des héma- 
tozoaires, degré d’immunité de la population, nombre de 
sujets réceptifs, composition et densité de la faune anophé- 
lienne. Toute modification spontanée ou provoquée de cet 
état d’équilibre se traduit rapidement par une reprise de la 
morbidité et des taux d’infection. 

On ne saurait enfin négliger linfluence des causes favori- 
santes. Les conditions mémes de la vie du _ bagne, ses 
promiscuités, l’exiguité et le manque d’aération des locaux, 


(1) Cet apport d’infections exogénes n’est pas négligeable. En 
novembre 1937 sur un convoi de 22 prisonniers on pouvait compter 
6 paludéens en activité, soit plus de 27 p. 100 de 1’effectif. 
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une ration alimentaire quelquefois imsuffisante ne peuvent 
que contribuer au développement d’une maladie parasitaire 
comme le paludisme. 

Le facteur humain prend donc ‘a Poylo-Condore une 
importance toute spéciale. C’est une des caractéristiques 
locales de l’endémie. 


LE FACTEUR ANOPHELIEN 
ET LA TRANSMISSION LOCALE DU PALUDISME. 


Le role de la faune anophélienne a été beaucoup plus 
difficile 4 déterminer. 

Onze espéces ont été identifiées dans la baie du Pénitencier. 
Le total de spécimens capturés est donné par le tableau 
suivant : 


LARVES ADULTES 
As CGROEOSETISA + hal oho Sa eae eee 50 » 
TAS SENCIESTS: 1 Wigs PEER heart See hae te ane 5 4 4 
ASU ULTAUS A. (et a) ties ee obs heeds Eh s 9 1 
Al OCCONVEUS = ae eu cae Pore hee Cee 567 18 
A TRUCULLOLU Se eee oie ete Ere tater ee ; 410 » 
A @OINGGTD <lia-. ih, e een Ganon te ae ee 22 4 
A VAGUS ater tM cote) OO oe) ed Se ee ee are 2.5419 1.416 
ANSUUPUCTUS: rer Uren ee cute hua as ease Se ar 312 80 
AS UO ere a os tia eee 455 380 
ZI MQCC SNOUT US 6 ale Go 6 0 d 6 9 09 4 O86 130 62 
VASTLOSSCLLALUS ES Rate) ee oe ee eee 2 » 


{1 convient de n’attacher a ces chiffres qu'une valeur relative 
en ce qui concerne la faune larvaire car les prospections ont 
été le plus souvent « orientées ». C’est ainsi que le nombre de 
larves recueillies dans les lagunes aurait été beaucoup plus 
considérable si les recherches n’avaient été volontairement 
limitées. 

Les captures d’adultes donnent une idée plus exacte de la 
composition de la faune locale. On ne peut qu’étre frappé par 
Vabsence  pratiquement compléte de certains anophéles 
comme A. minimus et A. maculatus. Il est vrai que les gites 
larvaires que Von rencontre dans J’ile, la salure presque 
constante des eaux superficielles en saison séche, se prétent 
mal 4 la conservation de ces deux espéces toujours trés éclec- 
tiques dans le choix de leurs lieux de ponte. 
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_ La rareté de A. sinensis surprend davantage car cet anophéle 

fréquente volontiers les eaux de salinité élevée. Il convient 
sans doute de faire des réserves en ce qui concerne cette 
derniére espéce. 

Les prospections successives ont en effet montré une 
extréme variabilité dans l’emplacement et dans l’abondance 
des gites larvaires de certaines espdces qui paraissent ne 
bénéficier qu’& certaines époques de conditions favorables 
pour leur développement. C’est ainsi que l’on constate, en 
février 1936 une grosse pullulation des larves de A. subpictus, 
en décembre 1936 une poussée de A. ludlowi, en juin 1937 
un développement trés abondant de A. leucosphyrus, de 
A. ludlowi et de A. aconitus. Ces poussées paraissent 
d’ailleurs épisodiques plutét que saisonniéres et ne corres- 
pondent pas forcément a un développement paralléle de la 
faune adulte, dont le maximum de densité parait se situer 
au début et a la fin de la saison des pluies. 

La distribution topographique des différentes espéces 
anophéliennes ne permet pas non plus de conclusions nettes. 
Au centre du Pénitencier on ne trouve qu’une espéce banale, 
A vagus, constatation qui concorde avec les données médi- 
cales sur la protection naturelle de ce point. Partout ailleurs 
la composition de la faune est trés mixte en raison de la 
faible largeur de Vile et de la remontée variable des eaux 
saumatres selon les saisons et les marées. Ces investigations 
ne suffisaient donc pas 4 élucider complétement le probléme 
de la transmission du paludisme 4 Poulo-Condore. 

Marneffe, le premier, avait été frappé par la rareté des 
espéces généralement considérées comme vectrices majeures 
du paludisme en Indochine et il insistait sur le fait qu’une 
« si faible densité d’espéces anophéliennes pathogénes 
n’expliquait pas & premiére vue l’importance de |’épidémie ». 

Il fut d’ailleurs impossible aprés Marneffe de retrouver de 
nouveaux spécimens de A. minimus tant a I’état larvaire qu’a 
létat adulte, et par suite d’attribuer 4 cette espéce un role 
prépondérant dans la transmission du paludisme a Poulo- 
Condore. 

On en vint donc & admettre l’intervention possible d’ano- 
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phéles généralement considérés comme moins pathogénes 
tels que A. aconitus, ou plutdt, d’espéces d’eaux saumatres 
représentées & Poulo-Condore par A. ludlowi var. sundaicus, 
A. subpictus et A. sinensis, en tenant compte des réserves 
faites au sujet de l’importance réelle de cette dernitre espéce. 
Cette 'hypothése paraissait plus vraisemblable Le réle de 
A. ludlowi dans le paludisme épidémique est bien établi. 
A. subpictus avait été trouvé infecté au Tonkin dans des 
conditions analogues. Plus récemment Marneffe et Gaschen 
avaient pu suivre en plein delta Tonkinois, 4 Hai-Duong, une 
épidémie de paludisme dont A. sinensis était le vecteur 
principal. 

Cependant malgré tout le soin apporté aux recherches 
entomologiques il fallut attendre trés longtemps avant de 
pouvoir confirmer la légitimité de cette hypothése et ce n’est 
qu’en juin 19387 qu’il fut possible de localiser un foyer épidé- 
mique en activité. 

Trois espéces : A. ludlow2, A. subpictus et A. leucosphyrus 
furent simultanément trouvées infectées. Pour les deux 
premicres cette constatation confirmait le réle de la faune 
anophélienne d’eaux saumatres, vectrice reconnue des pous- 
sées épidémiques. Mais, la présence parmi les anophéles 
infectés d’un spécimen de A. lewcosphyrus élargissait le 
probléme, car elle montrait, 4 cété de cette transmission a 
rythme épidémique, vraisemblablement saisonniére et limitée 
dans le temps, la possibilité d’une transmission diffuse plus 
constante par des vecteurs secondaires non spécifiques a 
laquelle participent sans doute des espéces autres que 
A. leucosphyrus. Cette constatation s’accorde avec les données 
épidémiologiques. C’est grace a cette transmission diffuse que 
Vendémie s’entretient dans tous les villages situés a la péri- 
phérie de la cuvette. Ainsi s’expliquent les taux élevés 
d’infection que l’on constate parmi les équipes extérieures. 


CONCLUSIONS DE L’ENQUETE. 


En définitive enquéte poursuivie depuis 1934 par le Service 
antipaludique permettait de conclure tout d’abord a l’impor- 
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tance primordiale du facteur humain dans l’étiologie du 
paludisme 4 Poulo-Condore, cela en raison 

de la présence d’un réservoir de virus hautement infecté, 
constamment renforcé par des apports exogénes ; 

de l’exaltation de l’endémie résultant des échanges cons- 
tants entre les différentes équipes de prisonniers et ae 
Vintroduction répétée de sujets neutfs ; 

du role de certaines causes Pv atanntos. promiscuité, con- 
finement, sous-alimentation, inhérentes A la vie du bagne. 

D’autre part, les prospections entomologiques montraient : 

Vabsence habituelle dans la faune anophélienne des espéces 
vectrices majeures du paludisme en Indochine ; 

le rdle des espéces d’eaux saumatres dans le développement 
des poussées épidémiques ; 

la possibilité d’une transmission diffuse due 4 des vecteurs 
secondaires. 

Il devenait possible, grace 4 ces constatations, de mieux 
adapter. les méthodes de prophylaxie aux nécessités locales. 


CHOIX D'UNE METHODE DE PROPHYLAXIE. 
TRAVAUX D’ASSAINISSEMENT ET PROPHYLAXIE MEDICALE. 


La tendance premiére a été d’entreprendre un drainage 
intégral du Pénitencier. 

Cette méthode, pour préférable qu’elle soit, se heurte a de 
réelles difficultés en raison de la nature et de la configuration 
du sol. Les travaux temporaires tiennent mal dans des dunes 
encore mal fixées. Les drains creusés en terrain sablonneux se 
colmatent et nécessitent un entretien constant. On ne dispose 
par ailleurs pour ]’évacuation des eaux stagnantes que d'une 
pente extrémement faible et certains points de la cuvette 
restent au-dessous du niveau des grandes marées. 

D’autre part les petites mesures antilarvaires telles que le 
pétrolage sont pratiquement inapplicables en saison des pluies 
en raison de l’abondance extraordinaire des points d’eau au 
pied de la montagne et l’on ne saurait envisager la suppression 
totale de cette eau douce qui est utilisée pour la culture des 
rizleres. 
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Il y aurait donc avantage, partout ot cela est possible, a 
recourir au comblement, mais c'est 14 une ceuvre de longue 
haleine, d’autant plus que la main-d’ceuvre disponible est 
relativement réduite. 

Il était cependant possible d’envisager une solution mixte 
plus limitée en tenant compte des données épidémiologiques 
sur le réle des espéces anophéliennes d’eaux saumatres dans 
la transmission locale du paludisme. 

C’est ainsi que Moreau put préconiser les mesures suivantes : 

Comblement de toutes les mares situées dans un rayon de 
4 & 600 métres autour du Pénitencier de facon a renforcer la 
protection naturelle dont ce centre avait toujours bénéficié ; 

Remise en état du grand canal et construction au débouché 
des lagunes de portes & marée destinées & empécher la forma- 
tion d’eaux saumAatres, et par suite, la pullulation des espéces 
anophéliennes les plus dangereuses ; 

Drainage et pétrolage hebdomadaire des seuls fonds 
marécageux non cultivables. 

Certains de ces travaux comme le comblement des mares, 
le drainage et le pétrolage sont en cours d’exécution ou d’ache- 
vement. La réfection du grand canal et |’édification des portes 
a marée restent encore a |’étude. 

Mais ces différentes mesures ne pouvaient donner de 
résultats qu’a échéance plus ou moins longue ; il était donc 
indispensable de les compléter par une prophylaxie médicale 
immédiate seule capable de rétablir rapidement la situation 
sanitaire. 

En tenant compte de l’expérience des années précédentes 
on s’adressa dans ce but non plus 4 la quinine, mais aux 
médicaments antipalustres synthétiques, la quinacrine et la 
préquine. 
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Il. — La prophylaxie par les médicaments synthétiques. 


PRINCIPES DE LA PROPHYLAXIE MEDICALE. 
QUININE ET MEDICAMENTS SYNTHETIQUES. 


On pouvait s’attendre, en raison du taux extrémement élevé 
des infections et de la tendance épidémique du paludisme & 
Poulo-Condore, 4 ce que toute tentative de prophylaxie médi- 
cale se heurtét 4 des difficultés considérables. 

De fait, ce mode de prophylaxie n’avait jusqu’alors donné 
que des désillusions et, dans son rapport annuel de 1935, 
le médecin du Pénitencier devait reconnattre « que la prophy- 
laxie quinique loyalement tentée n’avait pas donné les résul- 
tats attendus ». 

De 1933 & 1934, la consommation de quinine était passée 
de 22 4 82 kilogrammes sans que le développement de 1 ’épi- 
démie partit s’en ressentir (Moreau). En 1935, les doses de 
quinine préventive avaient été portées 4 3 grammes par 
semaine et les résultats ne s’étaient guére montrés plus favo- 
rables. 

Une fois de plus, devant un paludisme grave a tendance 
épidémique, la quinine préventive s’était trouvée débordée. 
Ce n’était point 1a un fait nouveau. De semblables consta- 
tations avaient été faites en Indochine lors de l’ouverture des 
plantations de caoutchouc, et plus récemment dans certains 
postes comme Shrektum (Robin), ou a l’occasion d’opérations 
militaires en régions malsaines (Moreau). 

On décida malgré tout, en raison de l’importance spéciale 
du facteur humain & Poulo-Condore, d’essayer 4 nouveau une 
prophylaxie médicale, curative et préventive du paludisme, 
mais en utilisant cette fois les médicaments synthétiques, 
quinacrine et proéquine 

Cette expérience de chimioprophylaxie qui vient d’étre 
poursuivie pendant deux années, en 1936 et 1937, a donné 
des résultats tout a fait remarquables. La mortalité palustre 
a pu étre pratiquement supprimée et les taux de morbidité et 
d’infection réduits dans des proportions considérables. 
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Une telle réussite n’a été possible que grace 4 une organi- 
sation méthodique et constamment contrédlée de la prophy- 
laxie (2). 

' La population pénale se répartit, & Poulo-Condore, en 
équipes extérieures habitant des villages ou des batiments 
isolés situés & la périphérie de la cuvette et en équipes 
intérieures rentrant chaque soir pour y coucher dans les 
bagnes du centre du Pénitencier. 

Le traitement, réservé tout d’abord aux équipes exté- 
rieures les plus infectées, a été par la suite étendu a la 
presque totalité des détenus, mais on a fait en sorte de 
conserver des groupes témoins pour mieux mettre en évidence 
lefficacité de la prophylaxie médicale. On a de méme évité, 
dans la mesure du possible, toute permutation entre les 
équipes extérieures et intérieures pendant la durée de l’expé- 
rience. ; 

L’effectif soumis au traitement a varié de 470 hommes en 
mars 1936, & 1.200 environ au cours de la seconde cam- 
pagne. 

Diverses formules et divers rythmes de traitement ont été 
utilisés. En principe, les médicaments synthétiques ont été 
administrés & date fixe, au moment des repas, sur liste 
d’appel et en présence du médecin. Les distributions succes- 
sives ont été récapitulées pour chaque équipe sur un état 
matriculaire mentionnant les indisponibilités pour fiévre, les 
hospitalisations et les résultats des examens hématologiques 
de controle. On a pu ainsi suivre individuellement tous les 
sujets soumis a Ja chimioprophylaxie. 

Au cours de ces deux campagnes, le traitement n’a donné 
lieu & aucune intolérance et a plus forte raison & aucune 
intoxication, il a été volontiers accepté dans ce milieu parfois 
difficile que constitue Ja population pénale. 


(2) Le mérite de cette organisation revient entiérement au 
Dr A. Macraup, désigné spécialement comme Médecin-Chef du Péniten- 
cier sur la demande du Service Antipaludique. A partir du mois de 
mai 1937, cette expérience de chimioprophylaxie a été poursuivie avec 
la collaboration du D* Coururirr. 
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CHIMIOPROPHYLAXIE ET TAUX DE MORBIDITE. 


Pour mieux apprécier |’évolution de la morbidité & la suite 
de l’introduction des médicaments synthétiques, on a repris, 
sous forme de graphique, les taux moyens d’indisponibilités 
enregistrés depuis 41934, en séparant d’abord les équipes 
intérieures et les équipes extérieures, puis, & partir du début 
de la chimioprophylaxie, les équipes traitées et non traitées. 

Les chiffres expriment le pourcentage mensuel des « indis- 
ponibilités pour fiévres ». Ils comprennent donc des malades 
autres que les seuls paludéens, mais ]’expérience montre que 
cette courbe de morbidité générale est toujours strictement 
paralléle & celle de la morbidité palustre vraie. 

L’étude de ce graphique montre l’apparition, en 1934, 
d’une violente poussée de paludisme 4 allure épidémique. 
Cette poussée atteint la totalité des équipes et l’on voit le taux 
des indisponibilités s’élever dans les équipes extérieures jus- 
qu’a 85 p. 100 au cours du mois d’aoit. 

En 1935, la courbe s’étale & mesure que le foyer endémique 
se constitue. Le taux maximum de morbidité est moins élevé 
qu’en 1934, mais l’endémie se répartit sur une plus longue 
période. 

C’est en 1936 que s’organise la prophylaxie méthodique du 
paludisme. Dés le début de l’année on entreprend des travaux 
de comblement et de drainage autour du centre du pénitencier. 
Ces travaux ont une efficacité immédiate et les équipes inté- 
rieures, mieux protégées, échappent dans une certaine mesure 
& la reprise du paludisme que l’on constate dés le mois de 
mars dans les équipes extérieures. 

Cette reprise du paludisme coincidant avec un début anorma- 
lement précoce de la saison des pluies pouvait faire craindre 
une poussée analogue a celle de 1934 et de fait, les examens 
hématologiques pratiqués au mois de juin montrent des taux 
d’infection extrémement élevés. 

On commence donc la prophylaxie synthétique en juin 1936 
dans les équipes extérieures les plus exposées. Dés le mois de 
juillet, la courbe de morbidité se décroche et s’abaisse régu- 
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hérement dans les équipes traitées, alors que l’on retrouve 
dans les autres équipes la poussée habituelle au début de la 
saison des pluies, si bien qu’en octobre, pour éviter une 
reprise de l’endémie palustre en fin d’année, la totalité des 
équipes extérieures est mise en traitement. 

En raison des trés bons résultats obtenus on décide, en 
novembre, d’étendre le bénéfice de la chimioprophylaxie aux 
équipes intérieures; on retrouve la encore la méme dissocia- 
tion entre les équipes traitées et non traitées. Comme dans les 
équipes intérieures, la morbidité s’abaisse immédiatement sous 
Vinfluence de la médication synthétique. 

En fin d’année, la morbidité palustre est pratiquement nulle 
dans toutes les équipes soumises 4 la médication synthétique. 
Le traitement est complétement suspendu a partir de jan- 
vier 1937. Pendant prés de six mois la courbe des indisponi- 
hilités se maintient au-dessous de 4 p. 100. Tel est le résultat 
tout a fait remarquable de cette premiére campagne de pro- 
phylaxie. 

Au mois de juin 1937, le début de la mauvaise saison se 
traduit dans les deux groupes d’équipes par une ascension 
trés brusque de la courbe de morbidité et cela malgré le 
traitement. 

Cette poussée, qui coincide avec la capture de plusieurs 
anophéles infectés au « Camp des Relégués », a néanmoins 
été trés aisément contenue, plus efficacement méme dans les 
équipes extérieures que dans ]’intérieur du Pénitencier ot le 
traitement prophylactique était moins intense. 

En fin d’année les taux de morbidité, bien que légérement 
supérieurs, sont comparables a4 ceux enregistrés l’année 
précédente. Dans ensemble, on peut dire que les résultats 
acquis en 1936 se stabilisent en 1937. 


MorBIDITE HOSPITALIERE ET JOURNEES DE TRAITEMENT. 


C’est une conclusion analogue qui découle de l’examen de 
la fréquence des hospitalisations et du nombre de journées de 
traitement. 
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Globalement, de 1933 4 1937, les chiffres sont les suivants : 


: ENTREES JOURNEES 
ASSIS a l’hépital de traitement 
HOSS a rote alta ome ese” ak oes pore aur aclu ter aa 416 5.700 
POS Ge Fe eee Oe ALP ee, eee Pp ree Sos § 908 9.935 
O85 er tyc. aki hs wsbaswte ae oe) Lon 1 Sn ee 4.712 6.273 
VO3 Gate corey Ae des oem PD aE By, WA 347 4.987 
NOS Tee | ae Peace ee ee con siaee Pi ae ree 3 2413 4919 


On retrouve dans cette statistique la poussée épidémique 
survenue en 1934 et la période de stabilisation et de fixation 
de l’endémie qui se manifeste en 1935 par un nombre consi- 
dérablement accru des entrées & l’hépital. En 1936, l’amélio- 
ration est immédiate et ne fait que s’affirmer en 1937. 

Les chiffres précédents concernent la totalité des effectifs 
du Pénitencier. L’incidence du traitement sur la morbidité 
hospitaliére est encore plus nette si l’on s’en tient aux seules 
équipes extérieures et surtout si l’on décompte par semestre 
les entrées a l’hoépital. 


EQUIPES EXTERIEURES 1934 41935 1936 1937 
LeSSENIEStLC Ie eee cee ee ee 419 430 105 AT 

2° SeMestreiaca:. 1st ceomiee roo. 230 447 42 41 

TO lalate ten: oe cake eas 349 877 447 64 


Ainsi donc la majeure partie des hospitalisations s’est pro- 
duite en 1936 pendant le premier semestre, c’est-a-dire avant 
le début de la médication synthétique et dans la période de 
l’année habituellement la plus saine. 

En 1937, c’est surtout par une diminution des hospitalisa- 
tions enregistrées pendant le premier semestre que se mani- 
feste Vaction des médicaments synthétiques sur le réservoir 
de virus. Les résultats d’ensemble sont excellents. 


INTENSITE DU TRAITEMENT 
ET STERILISATION DU RESERVOIR DE VIRUS. 


Au cours de ces deux années d’expérimentation, diverses 
formuies et divers rythmes de traitement ont été successive- 
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ment essayés, dans le but de déterminer les possibilités de la 
prophylaxie synthétique. 


A. TRAITEMENT CURATIF ET TRAITEMENT D’ENTRETIEN. — AU 
début, en juin 1936, il fallait aller vite pour arréter une pous- 
sée endémique qui s’annoncait menacante et l’on a utilisé pour 
cette raison des traitements mixtes, 4 la fois curatifs et pro- 
phylactiques, en adoptant soit le schéma classique, traitement 
d’attaque suivi d’un traitement d’entretien, soit un renforce- 
ment initial du traitement par l’emploi de doses bi-hebdoma- 
daires pendant un mois. Plus tard, lorsqu’il fut possible de 
passer au traitement des équipes extérieures moins infectées et 
des équipes intérieures, la tendance a été de supprimer le 
traitement d’attaque et de recourir 4 des formules simplifiées 
et partant plus économiques pour le traitement d’entretien. 

Dans ensemble cing formules de traitement ont été uti- 
lisées. 


I. — Traitement datiaque suivi d'un traitement d’entretien mixte : 
Soit : 

Quinacrine. .... . . 3 comprimés pendant 5 jours consécutifs. 
Puis : 

OMmiMacriner saa sao 3 comprimés 2 fois par semaine. 

Proéquine ...... . 4 comprimé pendant 1 mois. 
Puis : 

MUinacCrine = ean 3 comprimés 1 fois par semaine. 

PROCTUMMC Sram cies 2 comprimés ultérieurement. 

ll. — Traitement mixte renforcé : 


Méme traitement que le précédent mais sans traitement d’attaque, soit : 


Oulnacrinecg ss ee ie es 3 comprimés 2 fois par semaine. 
PROCGUINC Sst ee ne 1 comprimé pendant 1 mois. 
Pais 
Quinacrine. = 3% . . 3 comprimés 4 fois par semaine. 
Procquineaeeecacwe r: 2 comprimés ultérieurement. 
Ill. — Trailement mite ordinaire : 
OuuiImacnines 2 aun 3 comprimés 1 fois par semaine, 


Procquine ss - 2 comprimés 1 fois par semaine. 
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IV. — Trailement quinacrine renforcé : 
Quinacrine ewe 3 comprimés 2 fois par semaine pendant 1 mois 
Puis : 
Quinacrine ie. 6:) ee 3 comprimés 1 seule fois par semaine. 
V. — Traitement quinacrine simple : 
Quinacrinemr- te oe 3 comprimés 1 fois par semaine. 


Campagne 1936. 


Atal SEPTEMBRE | ov eypne DECEMBRE 
EFFECTIF OCTOBRE = aie 


1. — Trailement altaque préalable : 


Ong-Hoi 40-50 82,68  9561/11),62 0 

Wagons 50-70 hil OSMASt2S ono mnO 2,17 O 
Routes 100-120 |82,64 26,44] 8,21 0 
Pierre-Blanche-Salines. . 50 Wee) — aay 
Mineurs j-e 62,96 18,54 


fl. — Traitement mixle renforcé : 
Rélégués 100-180 (67,89 40,00] 4,38 0 
POLVIICr Chae cnc nee ne 30-50 74,00 48,00/10,00 O 
An-Hai 50-80 75,00 47,60) 5,76 0 

Ul. —Traitement mixte ordinaire : 


Riziéres ate 5 45,00 47,50 
Patates 5-35 2 Deena D416 60) lO | 


Cantonniers j 63,33) 23533 


IV. — Traitement quinacrine renforcé : 
Usine électrique 20-25 CARS Ommtae os 
Pécherie 50 | | [29705 43,20 
VY. Traitement quinacrine seule : 


Ateliers 400-440 54,62 410,48 
Macons Se plies 75-400 66,97 18,86 
OUR Bg BUS 2 si PUNERE 39 94 D338, 


I] résulte des constatations faites que seules des raisons 
d’ordre médical, morbidité et mortalité élevées, justifient I’ op- 
portunité d'un traitement d’attaque. Ce traitement peut d’ail- 
leurs étre réduit & trois jours ou remplacé par une A deux 
semaines de traitement renforcé. Si l’on peut attendre, on 
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obtient des résultats tout aussi favorables avec la prophylaxie 
hebdomadaire aux doses habituelles. Il est incontestable tou- 
tefois que les indisponibilités diminuent plus rapidement aprés 
un traitement d’attaque initial. C’est ce que montrent les 
graphiques comparatifs de An-Hai et de Ong-Hoi, de l’équipe 
des routes et de celle des relégués. 


B. MEDICAMENTS SCHIZONTICIDES ET GAMETIQUES. — II ne semble 
pas d’un autre céoté que le traitement quinacrine-proéquine 
donne des résultats nettement supérieurs & ceux obtenus avec 
la quinacrine seule. Diverses expériences ont été faites a ce 
sujet. En septembre 1936 deux groupes d’équipes Riziéres 
et Patates d’une part, Ateliers et Macons de l’autre, sont mis 
en traitement, le premier avec la guinacrine-proéquine, le 
second avec la quinacrine seule. Dans les deux cas |’amélio- 
ration obtenue est pratiquement de méme ordre. 

De méme, en novembre, deux groupes d’importance A peu 
prés égale recoivent, l’un, Pierre-Blanche-Salines et Mineurs, 
un traitement d’attaque suivi d’un traitement d’entretien 
mixte, autre, Usine Electrique-Pécheries, de la quinacrine 
seule avec un mois de traitement renforcé, sans que l’on 
constate davantage une différence appréciable dans |’évolution 
de la morbidité. 

I] en est de méme en ce qui concerne les taux d’infection 
et les examens pratiqués en décembre ont montré que les 
résultats obtenus étaient sensiblement identiques, quelle que 
soit la formule de traitement utilisée. Les gamétes en parti- 
culier ne semblaient pas persister davantage au cours du 
traitement par la quinacrine seule. On en vint donc A titre 
d’expérience & suspendre toute distribution de proéquine 
dans les équipes en traitement. L’index gamétique moyen 
n’en est pas resté moins remarquablement stable puisque 
Von ne trouve en avril 1937 que 3 porteurs de gamétes de 
P. falciparum contre 2 en décembre 1936. 

Ces résultats ont été confirmés l’année suivante au cours 
de la poussée de paludisme enregistrée pendant le mois de 
juin au camp des Relégués. Cette équipe était alors en 
traitement par la quinacrine seule depuis un mois lorsqu’il 


| ATELIERS 
IL.P. 54,52 
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JASONDIJFHA MJ JASONDJ FMA 


Traitement d’attaque préalable 


ONG -HOl 
I.P.82,68 


ROUTES 
1.P. 82,64 


RELEGUES 
I.P. 67,39 


MJ JASONDIJPMA MIJASONDJ FMA 


Traitement mixte renforce 


RIZIERES 
I.P. 45% 


PAFATES 
L.P. 27,27 


MIJASONDJFMA MITA SONDIFMA 


Traitement .mixte 
MALONS 


1.P, 66,97 


CECE EES MJJA SONDJFMA 


Traitement quinacrine simple 


| Aouvenre ] POIVRIERE 


MJIJASONDJFMA MJJASONDIFMA 


Traitement quinacrine simple Traitement mixte renforcé 
YSINE ELECTRIQUE P. BLANCHE 
PECHERIE SALINE 
cere 
12P: 71,05 
MIJASONDIFMA MIJIJASONDJFMA 


Traitement quinacrine renforce Traitement d'attaque préalable 


Fic. 2. — Efficacité comparée des différents types de traitement. 
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fut possible de capturer des anophéles infectés. La médi- 
cation préventive fut immédiatement renforcée par la distri- 
bution de 0 gr. 02 de proéquine par semaine. En septembre 
malgré cette adjonction d’un produit gaméticide les taux 
d’infection et surtout l’index gamétique restent pratiquement 
inchangés. L’introduction de la proéquine dans le traitement 
ne parait donc pas en avoir sensiblement amélioré I ’efficacité. 


AVRIL JUIN SEPTEMBRE DECEMBRE 
CAMP DES RELEGUES 1937 1937 1937 1937 

(p. 100) (p. 100) (p. 100) (p. 100) 
Index plasmodique. . . .. 6,97 alts) Bx 15,23 16,66 
Index gamétique...... 0 3,40 4,76 0,98 


Il faut donc admettre qu’il existe méme avec la quinacrine 
proéquine une insuffisance relative de la prophylaxie médi- 
camenteuse devant une poussée endémo-épidémique de 
paludisme, mais il faut également insister sur la qualité des 
résultats obtenus & Poulo-Condore ot dés la fin de la premiére 
campagne le réservoir de virus s’est trouvé réduit dans des 
proportions considérables. Le tableau des index moyens des 
sujets soumis a la prophylaxie synthétique depuis 1936 est 
tout a fait démonstratif 4 cet égard : 


JUIN DECEMBRE AVRIL SEPTEMBRE DECEMBRE 
INDEX MOYENS 4936 1936 1937 1937 193i 

(p. 100) (p. 100) — (p. 100) (p. 100) (p. 100) 

Index plasmodique. 74,12 5,78 8,51 11,28 11,00 
Index gamétique. . 16,26 0,32 ileal 2,14 A 24 


LA FREQUENCE DU TRAITEMENT ET LES DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES. 


En 1936, lors de la premiére campagne, on a cherché sur- 
tout a préciser quelle devait étre l’intensité du traitement pour 
enrayer une poussée épidémique ; en 1937, la situation s’étant 
stabilisée, on s’est plus spécialement attaché a rechercher 
Vinfluence de la fréquence du traitement. 

En 1936, année de traitement intensif, on assiste dans toutes 
les équipes 4 une réduction massive des taux d’infection. Cette 
réduction qui concerne aussi bien l’index plasmodique que 


lindex gamétique doit étre incontestablement attribuée a 
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l’action spécifique du traitement car les équipes dans lesquelles 
la chimioprophylaxie n’a été commencée qu’en octobre- 
novembre sont aussi infectées & cette date que |’étaient celles 
traitées dés le début de la campagne. Il n’y a donc pas eu de 
régression spontanée de l’endémie palustre. 

On pouvait penser en fin d’année que l’on était arrivé a une 
stérilisation presque compléte du réservoir de virus et l’on a 
pu, en fait, suspendre tout traitement pendant cing mois sans 
que la courbe des indisponibilités s’en soit ressentie. De méme, 
en avril 1937, A la fin de cette période de repos, les index 
endémiques ne se sont accrus que de facon insignifiante. 

C’est donc intentionnellement que l’on s’est efforcé au cours 
de la seconde campagne, a partir de juin 1937. de recourir a 
des formules de traitement plus souples et de passer dans la 
plupart des équipes 4 un rythme décadaire. 


Campagne 1937. 


EFFPECTIF AVRIL SEPTEMBRE DECEMBRE 


Equipes exlérieures : 


Poiyrieres came aes ee 100-170 
Relégsués =. - aa 
Ong-Hoi 410 
Salines : 
Pierre-Blanche . ae Ay 
Mineurs 25-30 
43-50 
Riziéres 40-60 
Patates. . 25-35 
Bouverie 200-230 


Equipes intérieures : 


Wagons 45 
Cantonnrenssa =e. ear 30 
Ateliers 140 
Macons 

Usine électrique . .- - 
Pécheries 


Dans l’ensemble, les résultats obtenus en ce qui concerne la 
morbidité palustre ont été, comme on l|’a vu, trés satisfaisants. 
La poussée annuelle de paludisme a pu étre trés aisément 
contenue et le nombre des hospitalisations aussi bien que celui 
des journées de traitement a nettement continué a régresser. 


LE PALUDISME A POULO-CONDORE 563 


Cependant si lon entre dans le détail on est obligé de 
constater que ce traitement décadaire s’est montré insuffisant 
dans la plupart des équipes extérieures. Dans plusieurs 
équipes, notamment Routes-Poivriére, Bouverie-Relégués, il 
a 6té indispensable de revenir au traitement hebdomadaire 
pour obtenir une réduction compléte de la morbidité palustre 
et les indisponibilités ont immédiatement repris dés que l’on 
a tenté de passer & nouveau au traitement décadaire. 

On arrive a des constatations analogues en ce qui concerne 
les taux d’infection. Au cours de cette seconde campagne les 
index ont sensiblement augmenté, bien qu’au départ, en 
avril 1937, on ait pu les considérer comme particuliérement 
favorables. De méme les résultats obtenus varient selon les 
équipes : dans certaines la prophylaxie a pleinement réussi 
alors qu’elle s’est nettement trouvée débordée dans d'autres. 

Il faut voir sans doute dans ces divergences une limite a 
Vefficacité de la chimioprophylaxie, mais elles s’expliquent 
aussi en partie par des données épidémiologiques différentes 
d’une année a l’autre. 

On doit tout d’abord tenir compte de ce fait que l’année 
1937 a été dans toute l’Indochine méridionale une « année a 
paludisme » et de plus on retrouve dans les équipes ot la 
prophylaxie a « laché » les facteurs de morbidité qui condi- 
tionnent habituellement le développement des poussées de 
paludisme. : 

C’est & une augmentation brusque de la faune anophélienne 
dangereuse qu'il convient d’attribuer la poussée de morbidité 
enregistrée dans les équipes situées & proximité des lagunes. 

I] faut également signaler que le camp des relégués, ancien- 
nement situé au pied de la montagne, a été transféré au mois 
d’avril 1937, sans précautions spéciales, sur le bord de la mer. 
Il en a été de méme du village de Ong-Hoi. Cette modification 
importante dans Ja répartition des équipes qui a coincidé avec 
le début de la saison des pluies a certainement joué un réle 
important dans le développement de la poussée épidémique. 

D’autres équipes comme Routes et Poivriére ont été de. tout 
temps considérées comme les plus infectées. I] faut en trouver 
la raison dans les travaux pénibles qui leur incombent En 
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régle générale, ce sont les équipes qui travaillent le plus qui 
présentent le maximum d’indisponibilités. Méme avec la 
chimiothérapie le facteur humain conserve donc toute son 
indépendance. 

En définitive le traitement décadaire n’a donné des résultats 
complets que dans les équipes inférieures qui sont désormais 
protégées par les travaux d’assainissement effectués autour du 
centre du Pénitencier. Cette constatation qui recoupe pleine- 
ment celles qui ont pu étre faites en d’autres points de |’Indo- 
chine permet de penser que ce rythme de traitement décadaire 
doit étre réservé aux situations ot l’endémie palustre reste 
modérée, soit en raison d’un site physiographique particulier, 
soit comme & Poulo-Condore & la suite de travaux d’assainis- 
sement. 


CHIMIOPROPHYLAXIE ET PROTECTION INDIVIDUELLE. 


En dehors des résultats obtenus en prophylaxie collective, 
le collationnement systématique des diverses manifestations 
palustres présentées par les sujets soumis au traitement permet 
de préciser le rendement elfectif de la méthode en ce qui 
concerne la protection individuelle. Il faut tout d’abord signaler 
que les formes graves du paludisme ont disparu complétement 
et trés rapidement. Les seuls accidents graves se sont produits 
au début de la premiére campagne ot |’on a enregistré un cas 
de fiévre bilieuse hémoglobinurique et un cas d’accés perni- 
cieux mortel survenus respectivement aprés un et deux mois 
de traitement renforcé & la quinacrine-proéquine. La prému- 
nition médicamenteuse s’est donc, dans ces deux cas, trouvée 
manifestement débordée. 

En ce qui concerne la morbidité générale on n’a tenu compte, 
pour éviter toute cause d’erreur provenant de conditions épi- 
démiologiques différentes, que des condamnés constamment 
affectés aux équipes extérieures. Conformément au schéma 
adopté par Ciuca, on peut les répartir en quatre catégories, 
selon qu’ils sont restés constamment indemnes ou qu’ils ont 
présenté des rechutes cliniques, des rechutes parasitaires, ou 
des rechutes mixtes. 
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EXAMEN DE CONTROLE A0,POJA a PO}A 0, P+ |A +, P+ TOTAL 


avant le traitement 


Juin 1936 : 
Négatifs 
Pl. faleiparum . 
Pl. vivax 


Pourcentage . . 8,50 42,19 


Campagne 1937 : 


Avril 1937 : 


Négatifs 295 
Pl. falciparum. . . 
Pl. vivax 


Pourcentage . . 65 ,35 6,67 22,34 


A 0, accés 0; P 0, parasites 0; A +, accés +; P +, parasites +. 


Il ressort des tableaux ci-contre que le coefficient de protec- 
tion totale s’éléve 4 73 p. 100 en 1936 malgré les taux 
d’infection considérables enregistrés au départ. Ce résultat est 
tout a fait remarquable. En 1937, par contre, 65 p. 100 seule- 
ment des sujets soumis 4 la prophylaxie restent indemnes de 
paludisme. On a déja donné les raisons de cet état de choses : 
année spécialement palustre, traitements moins intenses, 
modifications de la répartition des équipes. On peut cependant 
s’étonner que méme dans ces conditions le rendement n’ait 
pas é6té meilleur car en 1937 les sujets parasités ne repré- 
sentent que 8 p. 100 de l’effectif traité contre 73 p. 100 en 
1936. Malgré cette disproportion les rechutes ont été au moins 
aussi fréquentes au cours de la seconde année. Le traitement 
par les médicaments synthétiques parait ainsi avoir une 
efficacité limite en ce sens qu’aprés la réduction massive des 
index que l’on constate au début les sujets restent ultérieu- 
rement des pauciparasités qui ne manifestent leur infection 
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qu’a Voccasion d’un facteur de déséquilibrs, surmenage, 
refroidissement ou maladie intercurrente. 

On en vient donc a concevoir qu’aux doses utilisées l’effica- 
cité de la quinacrine, comme celle de la quinine, est plus 
thérapeutique que prophylactique. Les expériences rigou- 
reuses poursuivies en Indochine, aussi bien & Poulo-Condore 
que dans des situations analogues, permettent difficilement 
d’admettre ’hypothése d’une prophylaxie causale proprement 
dite. 

Il semble donc en définitive que l’efficacité de la prophy- 
laxie dépende davantage des conditions épidémiologiques 
extrinséques, et en particulier de l’anophélisme, plutot que 
des taux d’infection originels. 

On constate d’un autre cété que la plupart des rechutes, 
spécialement en 41937, sont des rechutes parasitaires ne 
s’accompagnant qu’assez rarement d’un accés de fiévre. C’est 
donc en ce qui concerne les taux d’indisponibilité que les 
résultats acquis sont le plus favorables. Cette dissociation 
entre les taux de morbidité et les taux d’infection, constante 
parmi les populations des régions de paludisme endémique, 
se retrouve également sous |’influence du traitement. I] existe 
donc des « porteurs tolérants » au cours de la prémunition 
médicamenteuse, tout aussi bien que dans la prémunition 
naturelle. 


Résumé et conclusions. 


La prophylaxie du paludisme a Poulo-Condore posait un 
probléme particuliérement difficile, ainsi qu’en témoigne la 
violence des poussées épidémiques enregistrées au cours des 
années précédentes. 

Comme l’ont montré des enquétes épidémiologiques répétées 
l’insuffisance des essais de prophylaxie tentés jusqu’ici tenait 
& la présence d’une faune anophélienne particuliére (A. ludlowi 
var. sundaicus, A. subpictus) vivant dans les lagunes d’eaux 
saumatres du bord de la mer et a la persistance de bas-fonds 
inondés entre les dunes situées & proximité immédiate du 
Pénitencier. De plus les apports incessants de sujets infectés 
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a l'occasion des nouveaux convois de prisonniers aussi bien 
que les conditions de vie spéciales inhérentes & la vie du bagne 
donnent au facteur humain 4 Poulo-Condore une importance 
prépondérante. 

Ces diverses considérations auxquelles il faut ajouter 
Vinsuffisance constatée de la quininisation préventive et la 
nécessité d’obvier au développement progressif d’un foyer de 
paludisme hyperendémique firent adopter comme mesures de 
premiére urgence : 

Des assainissements limités mais progressifs autour du 
centre urbain par drainage et surtout par comblement ; 

Le renforcement de la prophylaxie médicale individuelle par 
Vadoption des nouveaux médicaments synthétiques, quina- 
crine et proéquine, car le drainage intégral de la cuvette 
présentait des difficultés qu’il n’était pas possible de résoudre 
sans une étude technique préalable. 

Les deux méthodes associées ont donné des résultats excel- 
lents. La superficie des marais comblés aux abords du Péni- 
tencier atteint actuellement 7 hectares. 13.000 journées de 
travail et 20.000 métres cubes de remblai ont été nécessaires 
pour ces assainissements qui se poursuivent méthodiquement 
et dont leffet s’est trés rapidement fait sentir sur 1’état 
sanitaire du chef-lieu. 

La chimioprophylaxie, d’autre part, a fait l’objet d’une 
expérimentation rigoureusement contrdélée qui s’est poursuivie 
pendant deux années consécutives au cours desquelles on s’est 
spécialement attaché & préciser les possibilités et le rendement 
pratique de cette méthode en Indochine. 

Au début, devant des taux d’infection qui se tenaient entre 
70 et 80 p. 100 on a adopté des formules de traitement intensif 
pour stériliser le réservoir de virus et éviter la poussée annuelle 
de morbidité. On a essayé par la suite diverses formules et 
divers rythmes de traitement. 

Les résultats obtenus ont été immédiats et excellents. En 
quelques mois la morbidité palustre, qui, les années précé- 
dentes, avait dépassé 40 p. 100 dans les équipes extérieures 
résidant en dehors du centre du Pénitencier, a été ramenée 
au-dessous de 4 p. 100. Une amélioration de méme ordre a été 
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obtenue dans les équipes intérieures auxquelles le traitement 
a été progressivement étendu. 

L’expérience acquise montre que le traitement d’attaque 
de cing jours de quinacrine a 0 gr. 30 n’est indispensable que 
dans le cas ot l’on veut obtenir une réduction immédiate de 
la morbidité. On peut le remplacer soit par un traitement 
limité de trois jours soit par un traitement renforcé hebdo- 
madaire ou bi-hebdomadaire pendant un mois. 

La morbidité hospitaliére a été également réduite dans des 
proportions considérables. On n’a enregistré que 4.987 jour- 
nées de traitement en 1936 et 1.919 en 1937 contre 9.935 en 
1934. Cette amélioration est incontestablement due a |’action 
des médicaments synthétiques car les recherches entomolo- 
giques ont permis de dépister A son début, en juin 1937, une 
poussée caractérisée de paludisme épidémique. 

L’influence de la chimioprophylaxie sur le nombre de sujets 
parasités a été également remarquable. Dans toutes les équipes 
les taux d’infection massifs du début ont pratiquement disparu 
a la suite du premier mois de traitement. Au cours de la 
seconde campagne cependant les résultats ont été moins 
complets que la premiére année. [I faut en voir la raison dans 
une poussée du paludisme qui s’est en fait étendue a toute la 
Cochinchine et aussi dans une réduction volontaire de la 
fréquence et de l’intensité du traitement. 

A s’en tenir aux données expérimentales il ne parait pas 
possible de descendre actuellement dans les équipes extérieures 
au-dessous d’un traitement hebdomadaire. Le traitement déca- 
daire ne s’est montré efficace que dans les équipes du centre 
du Pénitencier désormais protégées par des travaux d’assai- 
nissement. Le facteur humain conserve enfin toute son impor- 
tance : ce sont les équipes qui travaillent le plus qui donnent 
le maximum d’indisponibilités. 

L’adjonction de proéquine a la quinacrine ne parait pas 
avoir entrainé, dans les conditions de l’expérience réalisée 
& Poulo-Condore, une amélicration nettement supérieure A 
celle obtenue avec la quinacrine seule. Tovites les consta- 
tations faites montrent qu’en prophylaxie continue la quina- 
crine constitue l’ élément essentiel du traitement et que l’action 
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des médicaments gaméticides n’est qu’accessoire. Leur intro- 
duction ou leur suppression reste pratiquement sans effet sur 
Ja courbe de morbidité. I] en est de méme sur le nombre de 
porteurs de gamétes. 

En ce qui concerne la protection individuelle le traitement 
par les médicaments synthétiques a donné toute  satis- 
faction. 73 p. 100 des malades en 1936, 66 p. 100 en 1937 
sont restés constamment indemnes de paludisme. Les rechutes 
les plus fréquentes ont été des rechutes parasitaires dépistées 
& l’occasion des examens de controle. 

En pratique l’efficacité du traitement parait assez indépen- 
dante des taux d’infection au départ. En 1937 bien que le 
nombre de porteurs de parasites ne représente que le dixiéme 
du chiilre de 1936 l’amélioration obtenue reste de méme ordre. 
Ce sont donc les conditions épidémiologiques extrinséques et 
avant tout l’anophélisme qui ont une influence prépondérante 
sur le rendement de la chimioprophylaxie. 

rour démonstratifs qu’ils soient on ne saurait cependant 
généraliser en valeur absolue les résultats obtenus 4 Poulo- 
Condore. 

Le paludisme transmis par des vecteurs d’eaux saumatres 
affecte le plus souvent un rythme saisonnier 4 tendance épidé- 
mique. C’est donc selon toute vraisemblance par |’importance 
prépondérante du facteur humain qu’il convient d’expliquer 
la formation d’un foyer d’hyperendémie stable 4 Poulo- 
Condore. Ces caractéristiques assez spéciales du paludisme 
local expliquent en partie la rapidité des résultats obtenus 
par la prophylaxie médicale, c’est-d-dire par la bonification 
humaine. L’expérience montre que les difficultés rencontrées 
sont beaucoup plus considérables' dans les régions de palu- 
disme hyperendémique ot sévissent les vecteurs majeurs 
habituels du paludisme en Indochine, A minimus et A. jey- 
poriensis. 

Maleré cette réserve, il convient d’insister sur ce fait que 
dans une situation ot la quinine s’était trouvée nettement 
débordée, l’emploi des médicaments synthétiques a permis de 
supprimer entiérement la poussée annuelle de morbidité 
palustre et de réduire dans des proportions considérables le 
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réservoir de virus. On peut donc en conclure que la chimio- 
prophylaxie constitue actuellement le procédé de choix pour 
assurer la protection d’une collectivité contrdlée en région 
d’hyperendémie palustre dans tous les cas ou l’on ne peut 
avoir recours & des assainissements définitifs. C’est en outre 
la seule méthode qui permette d’enrayer rapidement une 
poussée de paludisme épidémique. 

Cette vaste expérimentation n’aurait pas été possible sans la 
libéralité de la Maison Specia qui a mis a notre disposition 
une partie des médicaments nécessaires et surtout sans la 
collaboration constante et dévouée des Médecins-Chefs qui se 
sont succédés au Pénitencier. C’est au D™ Maclaud que l’on 
doit V’organisation pratique de la prophylaxie et pour une 
grande part la méthode d’enregistrement des résultats. Le 
D* Courdurier a su poursuivre l’ceuvre commencée avec intel- 
ligence et ténacité. Il leur revient dans le succés commun la 
méme part que celle qui incombe 4 H. Marneffe} P. Moreau 
et & nos collaborateurs du Service antipaludique, P. Varrall 
et P. Martin, dans la solution de ce probléme éminemment 
complexe que posait l’épidémiologie du paludisme a Poulo- 
Condore. 


SUR LA QUANTITE DE ZINC 
CONTENUE DANS L’EAU DE MER 


par GasprieL BERTRAND. 


La présence du zinc dans les plantes et dans les animaux 
marins implique celle du métal dans le milieu ow ces étres 
doivent puiser les éléments de construction et de fonctionne- 
ment de leurs organes. Mais combien y a-t-il de zinc dans ce 
milieu ? 

On a beaucoup étudié déja la composition chimique de ]’eau 
de mer ; on a reconnu et souvent méme dosé dans cette eau 
un assez grand nombre de métalloides et dé métaux, mais on 
n’a pas encore réussi 4 déterminer la proportion de zinc qui 
s’y trouve. Le peu que l’on sache & cet égard est di a Dieu- 
lafait qui, ayant examiné, en 1880, une eau-mére de marais 
salant de la Méditerranée, est parvent a en séparer une trés 
petite quantité d’un mélange de sulfures métalliques, dans 
lequel il a caractérisé, a l'aide du spectroscope, la présence 
du zinc. Tenant compte alors de la sensibilité de la réaction 
et calculant que 4 litre d’eau-mére a 38° B. représentait 200 
& 250 litres d’eau de mer naturelle, Dieulafait a estimé qu’il 
y avait au moins 1 milligr. 6 & 2 milligrammes de zinc dans 
1 matre cube d’eau de la Méditerranée [4]. 

Méme en faisant intervenir les causes de pertes signalées 
par ce savant au cours de la séparation du métal, il apparait 
que la proportion de zinc ainsi estimée est bien minime 
lorsqu’on la compare & celle du corps de certains animaux 
marins et l’on peut se demander si la puissance de concen- 
tration du zinc par ceux-ci est vraiment aussi considérable : 
d’aprés les analyses que j’ai publiées avec Vladesco, il y a, 
en effet, dans les huftres, jusqu’é 1 gr. 5 et, dans les gryphées, 
jusqu’a plus de 7 grammes de zinc par kilogramme de matiére 
séche [2]. 

Il m’a semblé, en conséquence, intéressant de reprendre 
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l'étude. de la question. Grace a la méthode si sensible et si 
précise de séparation des moindres traces de zinc dans une 
solution minérale complexe par la chaux et ]’ammoniaque {3}, 
il était permis d’espérer une détermination du métal en opé- 
rant directement sur l’eau de mer. L’expérience a montré que 
cette détermination est possible et qu’en apportant une petite 
modification & la méthode, elle devient méme presque aussi 
facile que dans les cas des cendres végétales ou animales. 

L’eau de mer est, comme on sait, trés riche en sels divers : 
de 30 a 40 grammes environ par litre. Ces sels suffisent a 
empécher la précipitation du zinc et des métaux lourds par 
Vhydrogéne sulfuré, avec ou sans addition préalable d’acide 
chlorhydrique ou d’ammoniaque. Certains génent encore, par 
leur quantité, l’application de la méthode au « zincate de cal- 
cium » ; ce sont ceux de magnésium et les sulfates. 

Il faut, pour réaliser la séparation quantitative du zinc par 
la méthode au zincate ajouter tout d’abord a l’eau’de mer, en 
présence d’ammoniaque, assez de chaux pour déplacer la 
totalité de la magnésie. En outre d’un précipité volumineux, 
il se fait alors une quantité importante de sulfate de calcium 
(environ 4 grammes par litre). La plus grande partie de ce 
sel peu soluble se dépose, mais le reste sursature le liquide et 
continue a cristalliser au cours des opérations successives. I] 
en résulte que le précipité zincocalcique, obtenu par ébullition 
du liquide ammoniacal et dans lequel est rassemblé le métal 
& doser, peut étre souillé de sulfate de calcium. Ce sulfate 
accompagne alors le zinc dans la solution chlorhydrique. 
Comme il est moins soluble dans l’eau chargée d’hydrogéne 
sulfuré que dans l’eau seule, il peut s’en précipiter avec le 
sulfure de zinc et le dosage est faussé par défaut. On peut 
facilement s’apercevoir, il est vrai, de la présence du sulfate 
de calcium dans le sulfate de zinc, aprés la pesée, mais il faut 
alors recommencer la précipitation du zinc par l’hydrogéne 
sulfuré, ce qui complique et retarde trés sensiblement le dosage. 

J’ai fait disparaitre cet inconvénient [4] en ajoutant a 1’échan- 
tillon d’eau de mer une quantité convenable de chlorure de 
baryum spécialement purifié {5]. Voici comment on procéde A 
Vopération : 

1 litre d’eau de la Manche ou de |’Océan, par exemple, est 
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réduit au quart de son volume dans une capsule de porcelaine, 
apres addition de 4 cent. cube d’acide chlorhydrique pur et 
concentré. On précipite ensuite l’acide sulfurique par une 
introduction progressive et en faible excés de solution de chlo- 
rure de baryum a 20 p. 100. Il en faut environ 38 cent. cubes. 
Sans filtrer, on ajoute une dizaine de gouttes de perhydrol, 
40 cent. cubes d’ammoniaque pure, non carbonatée, et peu a 
peu du lait de chaux pure, tant qu'il y a déplacement de 
magnésie. Si l’on opére sur 2 ou 3 litres, on ne concentre pas 
plus qu’au quart et, cela va de soi, on double ou triple toutes 
les quantités de réactifs. 

Avec l’eau de la Méditerranée, plus riche en sels, on réduit 
seulement au tiers du volume aprés addition de 2 cent. cubes 
d’acide chlorhydrique et l’on ajoute 30 cent. cubes d’ammo- 
niaque au lieu de 40. 

Aprés le traitement au chlorure de baryum et a la chaux, on 
sépare le liquide du précipité par centrifugation. On décante 
le premier dans un ballon ou une fiole conique. On redissout 
la partie basique du second dans la quantité minima d’acide 
chlorhydrique pur, en diluant & environ 250 ou 300 cent. cubes, 
et on précipite 4 nouveau par l’ammoniaque et un peu de chaux. 
Aprés centrifugation le liquide décanté est joint au précédent. 
On effectue, pour plus de précision, un deuxiéme, voire un 
troisiéme traitement acido-alcalin du précipité. Enfin, l’en- 
semble des liquides réunis est traité, comme je l’ai décrit avec 
Javillier et avec Mokragnatz [6]. Le zinc est pesé finalement a 
Vétat de sulfate anhydre. 

Les échantillons d’eau de mer, prélevés spécialement avec 
tous les soins voulus, & bonne distance des cétes, ont été 
expédiés aussitét 4 mon laboratoire dans des bouteilles ou des 
touries de verre, préalablement bien nettoyées. 

Le dosage du zinc a pu étre réalisé dans ]’eau recueillie a 
l’entrée de la mer du Nord par M. Le Gall, directeur de la 
station aquicole de Boulogne-sur-Mer; dans I’eau de la Manche, 
grace au directeur du laboratoire de Roscoff, M. Ch. Pérez; 
dans l’eau de 1’Atlantique envoyée par le directeur de la Sta- 
tion biologique d’Arcachon ; dans l’eau, enfin, de la Méditer- 
ranée, puisée au large de Monaco, a 10 métres de profondeur, 
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sur les indications du directeur de l'Institut Océanographique, 
M. Jules Richard. 
Les résultats suivants ont été obtenus 


; z : ZINC ZINC 
, " , 4 S : 
VOLUME D’EAU] SO*Zn PESE cadens pdastl ipa ites 


SINE > 0 op yi 2 rad 
ORIGINE DE L ECHANTILLON ont pl aie ee en cube 
en litres I gra *} milligrammes|] en grammes 
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Il y a donc, dans ]’eau des mers qui baignent les cétes de 
France, de 3 a 4 milligrammes de zinc par litre. Ces quantités 
dépassent de beaucoup |’estimation de Dieulafait, mais sont, 
néanmoins, encore assez petites. Si on les rapporte aux poids 
de sels totaux dissous, poids qui ont été trouvés par Th. Schloe- 
sing de 32 gr. 4 dans |’Atlantique et de 38 gr. 8 dans la Médi- 
terranée [7], on arrive & un chilfre trés voisin de 4 p. 10.000. 
La proportion du zinc contenue dans l’eau de mer serait, 
d’aprés cela, & peu prés proportionnelle 4 la concentration 
saline totale. 

J’ai déterminé comparativement la teneur en zinc de l’eau 
de la mer Morte, dont un échantillon m’avait été rapporté par 
M. Georges Claude. La richesse saline de cette eau, variable 
suivant la saison, séche ou pluvieuse, est en tous cas considé- 
rable ; elle atteignait, dans Jl’échantillon analysé, environ 
236 grammes par litre. Pour l’analyse, j’ai di opérer seule- 
ment sur un quart de litre et diluer d’un volume d’eau ; le 
liquide a été acidifié par l’acide chlorhydrique, précipité par 
le chlorure de baryum et traité, comme ci-dessus, par l’am- 
moniaque et la chaux. Voici les chiffres fournis par l’analyse : 


VOLUME D'EAU SO. pack ZINC ZINC 
analysé ani correspondant par métre 
en centimétres STN SASS en cube 
cubes = milligrammes en grammes 
pnp ——— 
Mer Morte. ... 250 2,7 1,094 4,37 
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Cette teneur en zinc est un peu plus élevée que celle de la 
Méditerranée ; mais comme, d’autre part, la mer Morte est 
6 fois plus concentrée, cela correspond seulement & une partie 
de zinc pour environ 54.000 de sels totaux dissous. Cette 
différence est en faveur de l’hypothése selon laquelle la mer 
Morte ne serait pas un résidu séparé depuis longtemps de la 
Méditerranée, mais un lac di a l’apport et & |’évaporation 
plusieurs fois millénaire du Jourdain. . 

En se placant au point de vue biologique, il est intéressant 
de trouver dans les analyses rapportées plus haut une juste 
mesure de la puissance des animaux marins a capter sélective- 
ment les traces de zinc contenues dans les milieux ot ils vivent. 
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